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1. INTRODUCCIÓN
1.1. Inflamación 
          La inflamación es un proceso que se inicia a consecuencia de una lesión y termina 
con la destrucción permanente del tejido o con su curación. Los agentes desencadenantes de 
la respuesta inflamatoria son de naturaleza muy variada, pudiendo ser estímulos físicos, 
químicos, agresiones por seres vivos o agresiones inmunológicas. La respuesta inflamatoria 
da lugar a una sintomatología local, caracterizada por dolor, rubor, tumor y calor, 
acompañada de la incapacidad funcional del tejido afectado y a una reacción sistémica que 
conlleva al desarrollo de fiebre, leucocitosis y aumento en la concentración plasmática de 
determinadas proteínas. La reacción inflamatoria tiene como finalidad la defensa del 
organismo frente al agente causal y la restauración del tejido lesionado. Dependiendo del 
órgano afectado y del balance entre el agente inductor y la respuesta inflamatoria, el 
proceso inflamatorio puede dar lugar a la restauración completa del tejido lesionado, a su 
sustitución por un tejido cicatricial o al fracaso de la respuesta inflamatoria y la 
subsiguiente cronificación del proceso. Las consecuencias de dicho fracaso dependerán del 
órgano afectado (Delgado, et al. 2003). 
1.1.1. Fases de la reacción inflamatoria  
          Para poder sistematizar los acontecimientos que tienen lugar durante la inflamación,  
se puede dividir la respuesta inflamatoria en varias fases: fase inicial, fase vascular, fase 
celular y fase de reconstrucción de los tejidos afectados. 
          En la fase inicial al interactuar el estímulo dañino con los tejidos se induce la 
liberación de gran cantidad de mediadores, unos ya preformados en los tejidos como la 
histamina, y otros que se sintetizan y se liberan como resultado de esta interacción como es 
el caso de los derivados del ácido araquidónico (AA) (prostaglandinas (PGs), prostaciclina 
(PGI), tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs)), factor agregante plaquetario (PAF)  y 
radicales libres de oxígeno. Al actuar los mediadores citados sobre los vasos sanguíneos se 
Introducción 


inicia la fase vascular. Esta fase consiste fundamentalmente en una vasodilatación, 
subsiguiente aumento de la circulación seguido de enlentecimiento y estasis de la sangre, 
aumento de la permeabilidad capilar y exudación del líquido vascular.  
          El líquido exudado contiene gran cantidad de mediadores de la inflamación que 
actúan sobre las células vecinas y sobre los vasos. Se inician en este momento tres cascadas 
enzimáticas: el sistema del complemento, el sistema de las cininas y el sistema de la 
coagulación. Cuando se produce el estasis vascular y consiguiente extravasación pasan a 
los tejidos vecinos  células hemáticas que junto a los mastocitos ya existentes en los tejidos 
inician la fase celular.  
          Toda reacción inflamatoria desemboca en una necrosis tisular más o menos 
importante. La reconstrucción de los tejidos depende de la cantidad de pérdida de tejido 
durante el proceso inflamatorio, de la capacidad de proliferación del tejido afectado y de la 
persistencia o repetición del agente lesivo. Puede ocurrir que la inflamación desaparezca sin 
dejar rastro (curación) o si los tejidos han sido lesionados (citotoxicidad, supuración...), 
queda un tejido cicatrizal que puede tener graves consecuencias patológicas para la función 
en determinados órganos como el ojo. 
1.1.2. Células implicadas en el proceso inflamatorio 
          Las células que intervienen en el proceso inflamatorio son: 
- Células de los tejidos: mastocitos. 
- Células hemáticas: 
     - Células fagocíticas: 
          - Polimorfonucleares: neutrófilos, eosinófilos y basófilos. 
          - Mononucleares: monocitos-macrófagos. 
     - Células no fagocíticas: 
          - Mononucleares: linfocitos. 
          - Plaquetas. 
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- Células de los tejidos 
          Mastocitos: Son numerosas cerca de las superficies cutáneas y mucosas, y menos 
abundantes en los órganos profundos donde se disponen alrededor de los vasos sanguíneos. 
Cuando los mastocitos son estimulados liberan sustancias almacenadas en sus gránulos de 
secreción tales como aminas vasoactivas (histamina, serotonina), proteasas neutras, 
proteoglicanos, enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo y factores quimiotácticos. 
Por otro lado, la estimulación celular también activa la síntesis de sustancias nuevas: PGs, 
LTs y PAF. La activación de los mastocitos representa el mecanismo inflamatorio principal 
de las conjuntivitis alérgicas del tipo de la fiebre de heno, conjuntivitis primaveral, 
conjuntivitis papilar gigante y queratoconjuntivitis atópica (Lee Stock, et al. 1990).  
- Células hemáticas 
- Células fagocitarias
          - Polimorfonucleares: Son las primeras células hemáticas que llegan a las zonas de 
inflamación. Emigran activamente hacia el lugar de la inflamación atraídos por sustancias 
químicas liberadas por microorganismos, producidas localmente o bien por el LTB4. Entre 
los polimorfonucleares, los neutrófilos son los que tienen mayor capacidad para fagocitar y 
digerir los microorganismos que se fijan a su membrana. Poseen enzimas digestivas que 
pueden digerir prácticamente todos los componentes de la mayor parte de los 
microorganismos y que en determinadas circunstancias pasan al exterior celular, rompen 
los componentes del complemento e inician la cascada de las cininas. Así pues, 
proporcionan otro sistema de activación de los mediadores de la inflamación. Los basófilos
son muy similares a los mastocitos y responden de forma semejante a los mismos 
estímulos, mientras que los eosinófilos son fagocitos débiles que presentan un papel 
particular en la destrucción de los parásitos, en conjunción con los mediadores de los 
mastocitos, los anticuerpos y el complemento. 
          - Mononucleares: Los monocitos entran en la zona inflamatoria ya en el último 
estadío, después de los polimorfonucleares. En los tejidos se transforman en macrófagos y 
fagocitan no solamente los microorganismos, sino también los restos celulares, en 
particular los de los polimorfonucleares. Son capaces de segregar múltiples mediadores de 
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la inflamación, entre los que destacan agentes antiinfecciosos (interferón), componentes del 
complemento, citocinas-interleucina 1 (IL-l)- y derivados del AA (PGE2, TXA2 y LTs). 
- Células no fagocitarias 
          - Linfocitos: Estas células sólo participan en el terreno de las respuestas inflamatorias 
inmunes, donde el organismo busca alcanzar un estado inmune. Para ello, los macrófagos 
son los encargados de procesar a los antígenos, de presentarlos a los linfocitos T y de 
activar a estos últimos. Los linfocitos T activados expresan su actividad cooperadora o 
citotóxica y sintetizan unas linfocinas que intervienen en la activación y diferenciación de 
los linfocitos B, responsables de la síntesis de anticuerpos. 
          - Plaquetas: Aunque las plaquetas influyen principalmente en la coagulación, también 
intervienen en los procesos inflamatorios. Poseen numerosas funciones inflamatorias, 
pueden activar y regular el complemento, adherir microorganismos sobre su superficie, 
alterar la permeabilidad vascular, producir factores quimiotácticos, liberar y metabolizar 
sustancias vasoactivas, producir derivados del AA y liberar factores de crecimiento celular 
que participan en las fases de reparación que siguen a la lesión de los vasos sanguíneos.  
1.1.3. Mediadores de la inflamación 
          Los mediadores son sustancias presentes en el medio extracelular que permiten la 
comunicación entre las diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias o 
inmunológicas. Académicamente podemos distinguir dos tipos de mediadores: humorales y 
celulares.  
          Por un lado la estimulación de la célula desencadena la síntesis de mediadores 
humorales a partir de precursores inactivos presentes en los humores (plasma). Por otro 
lado, los mediadores celulares son preformados en las células y la activación de las mismas 
produce su liberación. Los mediadores son múltiples según su naturaleza química (aminas, 
péptidos, proteínas, lípidos) y su actividad biológica. Tienen como característica común una 
vida biológica muy corta, ya que sólo son activos durante el período de inflamación porque 
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son rápidamente inactivados por el catabolismo o por la acción de antagonistas. Los 
mediadores celulares y los factores que activan los mediadores humorales proceden de las 
diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias e inmunológicas.  
-  Mediadores humorales 
          Cuatro sistemas humorales principales contribuyen a iniciar y mantener las 
respuestas inflamatorias: sistema del complemento, sistema de cininas, coagulación y 
fibrinolisis. 
          El sistema de complemento está integrado por nueve componentes (Cl a C9), 
algunos de ellos (C3a y C5a) pueden inducir la liberación de otros factores de la 
inflamación por parte de los mastocitos (histamina, heparina) manteniéndose así la 
respuesta inflamatoria. 
          El sistema de cininas produce uno de los mediadores más potentes de la 
inflamación, la bradicinina. Se trata de uno de los más potentes factores vasoactivos. 
Contrae las fibras musculares lisas, aumenta la permeabilidad vascular y estimula las fibras 
nerviosas sensitivas (dolor).  
          La cascada de la coagulación participa tanto en los procesos inflamatorios con 
lesión vascular como sin ella. El sistema de la coagulación, a través de la trombina, 
principal enzima en este sistema, puede activar a su vez, el sistema del complemento y el 
sistema extrínseco de la coagulación a través del factor XII o de Hageman que está 
implicado en la activación tanto del sistema de la cininas como en la fibrinólisis.  
- Mediadores celulares 
          Entre los mediadores celulares de la inflamación están la histamina, metabolitos del 
ácido araquidónico, factores de activación plaquetaria, factores quimiotácticos, linfocinas, 
óxido nítrico y radicales libres. 
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         En el foco inflamatorio la principal fuente de histamina se encuentra en los 
mastocitos, aunque también está presente en los basófilos y en las plaquetas. La acción de 
la histamina se produce a través de su unión a receptores específicos de membrana (H1 y 
H2), de manera que, a nivel capilar, la unión a los receptores H1 contribuye a la 
extravasación sanguínea y la unión a los receptores H2 a la vasodilatación y al aumento del 
aporte arterial al foco inflamatorio. La histamina posee un efecto regulador sobre las 
reacciones inflamatorias inmunes, ya que estimula la formación de linfocinas por los 
linfocitos T. 
          El ácido araquidónico (AA) es un derivado del ácido graso esencial ácido linoleico, 
con muchos enlaces dobles, que se encuentra normalmente esterificado en forma de 
fosfolípido en las membranas celulares. El AA se libera por acción de las fosfolipasas 
celulares, a partir de cualquier célula activada (plaquetas), estresada o a punto de morir por 
necrosis. Una vez liberado, el AA puede metabolizarse por dos vías: 
          La primer vía, se asimila por las ciclooxigenasas (la forma constitutiva COX-1 y la 
inducible COX-2) generan intermediarios que, después de ser procesados por enzimas 
específicas, producen las prostaglandinas (PGD2 producido por mastocitos, PGE2 por 
macrófagos y células endoteliales, entre otros), estas son las moléculas más abundantes, 
encontrándose en todos los tejidos y fluidos del organismo, cuya molécula base es un ácido 
graso de 20 átomos de carbono unido a un anillo de ciclopentano (Gómez, et al. 2011). 
Otro metabolito son los tromboxanos (TXA2, el principal metabolito del AA generado por 
las plaquetas); el endotelio vascular carece de tromboxano sintetasa, pero posee una 
prostaciclina sintetasa, y por tanto genera prostaciclina (PGI2) (Fig. 1). 
          Y la segunda vía, metabolizada por lipooxigenasas, estas generan intermediarios de 
los leucotrienos (LTs) (por acción enzimática de la 5-lipooxigenasa) y las lipoxinas. Los 
derivados del AA (también denominados eicosanoides) sirven como señales intra o 
extracelulares en una gran variedad de procesos biológicos, entre ellos la inflamación y la 
hemostasis (Fig. 2). 
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Figura 1. Estructuras de las prostaglandinas, prostaciclina, tromboxanos 
         
Figura 2. Mecanismo de la Inflamación 
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          Los efectos principales de los metabolitos del AA son: 
- Prostaglandinas (PGD2, PGE2): vasodilatación, dolor y fiebre. 
- Prostaciclinas (PGI2): vasodilatación e inhibición de la agregación plaquetaria. 
- Tromboxanos (TXA2): vasoconstricción y activación de la agregación plaquetaria. 
- Leucotrienos: LTB4 es quimiotáctico y activador de los neutrófilos; los otros leucotrienos 
son vasoconstrictores, inducen el broncoespasmo y aumentan la permeabilidad vascular 
(mucho más potentes que la histamina). 
- Lipoxinas: vasodilatación, inhibición de la adhesión de los leucocitos polimorfonucleares: 
neutrófilos; estos metabolitos del AA producen una disminución de la inflamación, por lo 
que intervienen en la detención de la inflamación, a diferencia del resto de los derivados del 
AA, necesitan de dos tipos celulares para ser sintetizados: los neutrófilos producen 
intermediarios de la síntesis, que son convertidos en lipoxinas por plaquetas al interaccionar 
con los neutrófilos (Espinos, et al. 2004). 
          Los factores de activación plaquetaria, conocidos bajo las siglas PAF, encierran a 
un grupo de mediadores lipídicos que se sintetizan cuando empieza el proceso inflamatorio. 
Estos mediadores se sintetizan en neutrófilos, plaquetas, basófilos, mastocitos, eosinófilos, 
células endoteliales y macrófagos. Todos estos tipos de células sintetizan PAF cuando son 
estimuladas por complejos inmunes, factores del complemento, trombina, antígenos, 
bradicinina, histamina, anticuerpos y linfocinas. En cuanto a su acción, el PAF liberado 
provoca la agregación y degranulación de las plaquetas y la liberación de sus mediadores. 
También provoca vasoconstricción venular con incremento de la permeabilidad vascular. 
Por otro lado, el PAF determina la marginación vascular de neutrófilos y monocitos, y 
aumenta su diapédesis a través de la pared vascular. Sobre los neutrófilos y macrófagos de 
los tejidos actúa estimulando la secreción de sus gránulos lisosomales al mismo tiempo que 
estimula su metabolismo oxidativo (Moilanen, et al. 1993). 
          Los factores quimiotácticos son de naturaleza muy variada. Ciertos productos 
exógenos (bacterianos) tienen actividad quimiotáctica propia, pero la mayor parte de los 
tipos de antígeno depositados en los tejidos, atraen a los leucocitos indirectamente por la 
intermediación de factores endógenos de naturaleza muy variada tales como el sistema del 
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complemento o fibrina. Entre los lípidos bioactivos, el principal quimioatrayente es el 
LTB4, actuando fundamentalmente sobre los neutrófilos. El quimiotactismo es una función 
accesoria para el PAF, linfocitos y mastocitos. 
          Las linfocinas juegan un papel esencial en las manifestaciones inflamatorias, 
provocando el reclutamiento y la activación de los linfocitos, monocitos-macrófagos y 
polimorfonucleares, e incluso la liberación de ciertos mediadores. De todos los tipos de 
interleucinas conocidos, la IL-l y el factor de necrosis tumoral (TNF) son las principales 
interleucinas detectadas en el foco inflamatorio. Ambos estimulan la síntesis de PGE2 en 
diversas células inflamatorias (células endoteliales, macrófagos y fibroblastos) y la síntesis 
de PAF en las células endoteliales durante el proceso inflamatorio (Elias, et al. 1987).  
          El óxido nítrico producido por los macrófagos actúa como un radical libre y es 
citotóxico para ciertos microorganismos y células tumorales. Puede oxidar los grupos 
sulfihidrilos de las proteínas con el consiguiente agotamiento del glutatión citosólido y 
puede reaccionar con el anión superóxido para formar dióxido de nitrógeno, el cual resulta 
ser fuertemente oxidante, y un radical hidroxilo, muy reactivo. La producción incontrolada 
de óxido nítrico por parte del macrófago en caso de shock séptico puede producir 
vasodilatación periférica extrema con la consiguiente hipotensión que conlleva al shock y a 
su vez el óxido nítrico también ha sido involucrado en diversas enfermedades inflamatorias 
(Pérez Ruiz, et al. 1997; Gómez, et al. 2011).  
          Las células inflamatorias producen radicales libres como el O2- (anión superóxido) 
y OH (radical hidroxilo). Los neutrófilos activados son una fuente importante de 
producción de estos radicales, aunque éstos también pueden formarse durante la cascada 
del AA, tanto por la vía de las ciclooxigenasas como por la de las lipooxigenas. Los 
radicales libres liberados causan lesiones macromoleculares del espacio extracelular, 
membrana celular y entorno microvascular produciendo un aumento de la permeabilidad y 
adhesión de leucocitos al endotelio vascular. 
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          En la tabla 1 se resume el papel de los mediadores en las diferentes reacciones de la 
inflamación. 
Tabla 1. Papel de los mediadores en las diferentes reacciones de la inflamación 
Papel de la Inflamación Mediadores 
Vasodilatación - Prostaglandinas 
- Óxido nítrico 
- Histamina 
Aumento de la permeabilidad vascular - Histamina y Serotonina 
- C3a y C5a (mediado por vasoaminas) 
- Bradiquinina 
- Leucotrienos C4, D4, E4
- Factor activador de las plaquetas (PAF) 
- Sustancia P  
Quimiotaxis, reclutamiento de leucocitos y 
activación 
- TNF, IL-1 
- Quimioquinas 
- C3a, C5a 
- Leucotrieno B4
- Productos bacterianos, como péptidos N-   
  formilmetil 
Fiebre - TNF, IL-1 
- Prostaglandinas  
Dolor - Prostaglandinas  
- Bradiquinina  
- Sustancia P  
Daño tisular - Enzimas lisosomales de los leucocitos 
- Especies reactivas del oxigeno  
- Oxido nítrico  
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1.1.4. Terapia antiinflamatoria 
          Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios: los antiinflamatorios 
esteroideos o glucocorticoides y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). 
1.1.4.1. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides 
          Son los más potentes antiinflamatorios, actúan sobre la inflamación por diversos 
caminos, por ejemplo, reducen el número y la activación de eosinófilos, desencadenando la 
apoptosis de los mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimiotácticos que 
incluyen las IL-3 y 5, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-
CSF), eotaxina y la citoquina RANTES (citoquina expresada y secretada en células T 
normales), entre otras. También reducen la proliferación de linfocitos T, e inducen la 
apoptosis de los mismos, al disminuir la acción de la IL-2. Disminuyen también la cantidad 
de monocitos, células dendríticas, mastocitos, y otras células inflamatorias, y por lo tanto 
inducen una disminución en la producción de citoquinas y mediadores proinflamatorios. 
Estos efectos son producidos por diversos mecanismos, que incluyen entre otros la síntesis 
de proteínas con efecto antiinflamatorio y la inhibición de la síntesis de numerosos factores 
proinflamatorios y de crecimiento. En este grupo de fármacos se encuentran la 
dexametasona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona, 
mometasona, entre otros (Gómez, et al. 2011). 
1.1.4.2. Analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroides (AINEs) 
          Los AINEs son un grupo de agentes de estructura química diferente que tienen como 
efecto primario inhibir la síntesis de prostaglandinas a través de la inhibición de la enzima 
COX. Estos fármacos comparten acciones farmacológicas y efectos indeseables semejantes. 
Los AINEs son sustancias capaces de suprimir los signos y síntomas de la inflamación, 
algunos también ejercen acciones antipiréticas y analgésicas pero son sus propiedades 
antiinflamatorias las que los hacen útiles en el tratamiento de trastornos en los cuales el 
dolor está relacionado con la intensidad del proceso inflamatorio. Estos fármacos se 
agrupan en varias clases químicas (Tabla 2). 
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Tabla 2. Ejemplos de AINEs por sus clases químicas 
Clases químicas de AINEs Ejemplos 
Salicilatos Ácido acetilsalicílico, ácido salicílico, acetilsalicilato de 
lisina, diflunisal, sulfazalacina o salicilazo sulfapiridina, 
salicilato de sodio, salicilamida 
Pirazolonas y análogos Fenilbutazona, pirazinobutazona o feprazona, antipirina o 
fenasona, aminopirina, dipirona, oxifenbutazona, 
gamacetofenilbutazona, carudol clofenazona, bumadizona, 
suxibuzona, azapropazona, metamizol 
Paraminofenol Paracetamol o acetaminofén, fenacetina 
Derivados indolacéticos 
(Indoles) 
Indometacina, benzidamina, sulindac, acemetacina, 
proglumetacina, talmetacina 
Derivados arilacéticos o 
fenilacéticos 
Diclofenaco, pirrolacético (ketorolac), piranoacético 
(etodolac), otros (clometacina) 
Fenamatos o arilantranilicos 
(Fenamatos) 
Ácido mefenámico, flufenamico, niflúmico, flufenamato de 
aluminio, talniflumato, floctafenina, glafenina, 
meclofenamato, ácido tolfenámico, ácido meclofenámico, 
tolfenámico 
Derivados arilpropiónicos Ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, indoprofeno, 
procetofeno, fenbufen, piroprofeno, suprofeno, 
flurbiprofeno, fenilpropionato de lisina, fenoprofeno 
Oxicanes Piroxicam, tenoxicam, sudoxicam, isoxicam, meloxicam 
Derivados del ácido nicotínico Clonixinato de lisina, isonixina 
Derivados de la naftilalcanonas Nabumetona 
Derivados de ácido heterocíclico Oxaprozin 
Derivados de la sulfonanilida Nimesulida 
Derivados de las benzoxazocinas Nefopam 
Analgésicos opiáceos Morfina, meperidina, fentanilo, nalorfina, metadona, 
naltrexona 
Inhibidores selectivos de COX2 Celecoxib 
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          En los últimos años las investigaciones han revelado que los efectos indeseables de 
los AINEs, tales como la toxicidad gastrointestinal y renal, se debían al menos en parte, a la 
inhibición de la síntesis de PGs en el estómago o en la médula renal. El hecho de la 
existencia de las dos isoenzimas de la COX en el organismo, podría explicar los efectos 
antiinflamatorios a través de la inhibición de la COX-2 y los efectos indeseables (como los 
gastrointestinales y renales), por la inhibición de la COX-1. 
1.1.4.3. Compuestos antiinflamatorios de origen natural 
          Existen muchos trabajos sobre evaluación de la actividad antiinflamatoria que se han 
realizado tanto en extractos como en metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales. 
Estos estudios se han realizado guiados a través de diferentes modelos farmacológicos tanto 
in vivo como in vitro (Setty y Sigal, 2005; Gautam y Jachak, 2009; Jang, et al. 2011; 
Wang, et al. 2013). 
          Terpenos y compuestos relacionados, se ha reportado que un extracto de 
Tripterygium wilfordii Hook. f. (Calastraceae) inhibía notablemente la síntesis de mRNA y 
la expresión de las proteínas MMP-3 y MMP-13, inducida por citoquinas proinflamatorias 
como IL-1, IL-17 y TNF- en osteoartritis primaria humana (concentración media 
inhibitoria, IC50 > 5 g/mL). Investigaciones sugieren que este extracto puede ser utilizado 
como fuente para nuevos agentes antiartríticos y protectores de cartílagos de los huesos 
(Tao y Lipsky, 2000; Silvester, et al. 2001. Iridoides glicosilados como aucubina y 
catalpol representan un grupo de monoterpenoides ciclopentano[c] pirano encontrados en 
varias plantas medicinales orientales. Aucubina previene la producción de TNF- (IC50 = 
101 g/mL) e IL-6 en monocitos estimulados (IC50 = 190 g/mL), a través de un 
mecanismo que involucra el bloqueo de las activación NF-kB. Catalpol, el principal 
metabolito obtenido de corteza de Catalpa ovata G. Don (Bignoniaceae) fue efectivo en la 
prevención de la producción de TNF-, IL1 e IL-6 en macrófagos estimulados con 
lipopolisacáridos de bacterias gram-negativas (LPS) (Gómez, et al. 2011). 
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          A este grupo de sustancias también pertenecen los ginsenósidos, un conjunto de 
metabolitos con potencial actividad antiinflamatoria, los cuales han sido motivo de decenas 
de investigaciones encaminadas a elucidar el posible mecanismo de su actividad biológica. 
Son saponinas triterpénicas, tetracíclicas aisladas de especies vegetales del género Panax 
(Araliaceae) con el esqueleto básico de dammarano-eufano (17H) que se biosintetizan a  
partir del escualeno. Las estructuras de estos compuestos contienen oxígeno en su cadena 
lateral, generalmente en el carbono-20 (C-20) o formando éteres cíclicos con los C-24 ó C 
-25 (Park, et al. 2004; Li, et al. 2014). Otro tipo son los flavonoides, una clase de 
metabolitos aromáticos ampliamente distribuidos en la naturaleza, poseen una gran 
variedad de efectos biológicos entre los que sobresale la actividad antiinflamatoria 
(Domínguez-Villegas, et al. 2013). 
1.2. Melanoma 
          El melanoma es un cáncer que se origina en los melanocitos, éstos son células de la 
epidermis que se encarga de producir melanina, un pigmento pardo-oscuro de la piel, el 
pelo y los ojos. La función de la melanina es bloquear los rayos ultravioleta del sol, para 
evitar que se dañe el ADN de las células de la piel expuestas a la luz. Las pecas y los 
lunares son zonas de la piel con gran concentración de melanocitos. 
          Entre otros nombres de este tipo de cáncer se encuentran los de melanoma maligno y 
melanoma cutáneo. Debido a que la mayoría de las células del melanoma continúan 
produciendo melanina, los tumores tipo melanoma usualmente son de color café o negro. 
Sin embargo, algunos melanomas no producen melanina y pueden lucir color rosado, café o 
incluso blanco. Los melanomas pueden ocurrir en cualquier parte de la piel, pero son más 
propensos a comenzar en ciertas áreas. El sitio más común en los hombres es en el torso 
(pecho y espalda). En las mujeres, las piernas son la parte donde se presentan con más 
frecuencia. El cuello y el rostro son otros sitios comunes (Owens, 2014).  
          Tener una piel con pigmentación oscura disminuye el riesgo de melanoma en estos 
lugares más comunes, aunque cualquier persona puede desarrollar este tipo de cáncer en las 
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palmas de las manos, las plantas de los pies y debajo de las uñas. Los melanomas en estas 
áreas representan más de la mitad de todos los melanomas en los estadounidenses de raza 
negra, pero menos del 10% de melanomas en los de raza blanca. También los melanomas 
pueden formarse en otras partes del cuerpo como los ojos, la boca, los genitales y el área 
anal, pero estos son mucho menos comunes que los melanomas de la piel. 
          El melanoma es mucho menos común que el cáncer de piel de células basales o de 
células escamosas, pero es mucho más peligroso. Al igual que el cáncer de células basales y 
de células escamosas, el melanoma es casi siempre curable en sus etapas iniciales. Sin 
embargo, tiene muchas más probabilidades de propagarse a otras partes del cuerpo, si no se 
detecta temprano, en comparación con el cáncer de células basales o escamosas.  
          De acuerdo con la Sociedad Americana del Cáncer, el melanoma representa menos 
del 2% de todos los casos de cáncer de piel, pero la gran mayoría de las muertes por cáncer 
de piel. Las tasas de incidencia del melanoma han estado aumentando durante los últimos 
30 años. De 2006 a 2010, las tasas de incidencia entre los blancos aumentaron un 2.7% por 
año y se estima que 76.100 nuevos casos de melanoma se diagnostican en 2014, con un 
estimado de 9.710 muertes. 
1.2.1. Factores de riesgo 
           
          Entre los factores de riesgo que podrían causar que una persona sea más propensa a 
padecer melanoma están: 
- Exposición a la luz ultravioleta (UV)  
          La exposición a los rayos ultravioleta (UV) es un factor de riesgo principal para la 
mayoría de los melanomas. La luz solar es la fuente principal de la radiación ultravioleta. 
Las lámparas y camas bronceadoras también son fuentes de radiación ultravioleta. Las 
personas que se exponen mucho a la luz ultravioleta de estas fuentes tienen un mayor riesgo 
de cáncer de piel, incluyendo el melanoma. Aunque los rayos UV representan sólo una 
pequeña porción de los rayos del sol, son los principales causantes de daño solar en la piel. 
Introducción 



Los rayos UV dañan el ADN de las células de la piel. Los cánceres de piel comienzan 
cuando este daño afecta el ADN de los genes que controlan el crecimiento de las células de 
la piel. La incidencia y mortalidad del melanoma maligno son mayores en áreas cercanas al 
ecuador, donde la intensidad de radiación ultravioleta es mayor (Bulliard, et al. 1994).  
- Lunares 
          Un lunar es un tumor pigmentado benigno (no canceroso). Por lo general, los lunares 
no están presentes al nacer, sino que empiezan a aparecer en la infancia y cuando las 
personas llegan a ser adultos jóvenes. Los lunares pueden aparecer en la piel expuesta a la 
luz solar, así como en la piel que por lo general está cubierta, tal como en los glúteos o el 
cuero cabelludo. La mayoría de los lunares nunca causará ningún problema, aunque una 
persona que tiene muchos lunares es más propensa a padecer melanoma (Miller y Mihm, 
2006). 
          Nevos displásicos: Los nevos displásicos, también llamados nevos atípicos, suelen 
parecerse ligeramente a los lunares normales, pero también tienen algunas características 
del melanoma. Éstos suelen ser más grandes que otros lunares, y presentan una forma o 
color anormal. Un pequeño número de lunares displásicos puede convertirse en melanomas. 
Sin embargo, la mayoría de los lunares displásicos nunca se vuelven cancerosos, y muchos 
melanomas parecen originarse sin un lunar displásico pre-existente. 
          Nevos melanocíticos congénitos: Los lunares que están presentes en el momento de 
nacer se llaman nevos melanocíticos congénitos. El riesgo de que un melanoma se 
desarrolle en nevos melanocíticos congénitos en el transcurso de la vida ha sido estimado 
en alrededor de 0 a 10%, dependiendo del tamaño del nevo. Las personas con nevos 
congénitos muy grandes tienen un mayor riesgo, mientras que este riesgo es menor para las 
que tienen nevos pequeños. 
- Piel muy blanca, pecas y cabello claro  
          El riesgo de padecer melanoma es más de diez veces superior en las personas de raza 
blanca que en las de raza negra. Las personas de raza blanca con cabello rubio o pelirrojo 
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que tienen ojos azules o verdes, o de piel muy blanca, que se queman o se llenan de pecas 
con facilidad, están bajo un mayor riesgo.  
- Antecedente familiar y personal de melanoma 
          El riesgo de padecer un melanoma es mayor si uno o varios de los familiares de 
primer grado (madre, padre, hermano/a, hijo/a) han tenido melanoma. Aproximadamente 
10% de todas las personas con melanoma tienen antecedentes familiares de esta 
enfermedad. El aumento en el riesgo pudiera deberse a que compartieron un estilo de vida 
de exposición frecuente al sol en la familia, una familia de piel muy blanca o una 
combinación de factores. También puede deberse a cambios genéticos (mutaciones) en una 
familia. Las mutaciones genéticas han sido encontradas en aproximadamente 10% a 40% 
de las familias con una tasa elevada de melanoma.  
          Una persona que ha padecido melanoma tiene un mayor riesgo de padecer melanoma 
nuevamente. Alrededor del 5% de las personas con melanoma padecerán un segundo 
melanoma en algún momento de sus vidas. 
- Inmunosupresión  
          Las personas que tienen sistemas inmunológicos debilitados o que han sido tratadas 
con medicamentos que suprimen significativamente el sistema inmunológico, tales como 
los pacientes de trasplantes de órganos, tienen un riesgo aumentado de melanoma.  
- Edad  
          Aunque el melanoma es más probable que se presente en personas de más edad, 
también se detecta en personas más jóvenes. De hecho, el melanoma es uno de los cánceres 
más comunes en las personas que tienen menos de 30 años de edad (especialmente en 
mujeres jóvenes). El melanoma que tiende a darse entre las personas de una misma familia 
puede presentarse a una edad más temprana. 
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- Xeroderma pigmentoso  
          El xeroderma pigmentoso (XP) es un padecimiento hereditario poco común que 
resulta como consecuencia de un defecto en una enzima que normalmente repara daños al 
ADN. Las personas con XP tienen un alto riesgo de melanoma y otros cánceres de piel a 
una edad temprana. Debido a que las personas con XP tienen menor capacidad de reparar el 
daño al ADN causado por la luz solar, pueden desarrollar muchos cánceres en las áreas 
expuestas de su piel.  
          Aunque se han encontrado estos factores de riesgo, aun no está exactamente claro 
cómo causan la enfermedad. Según la etapa del cáncer y otros factores, las opciones de 
tratamiento pueden incluir: cirugía, inmunoterapia, terapia dirigida, quimioterapia, 
radioterapia. Algunos fármacos aprobados por la Administración de Alimentos y 
Medicamentos (FDA) para tratar el melanoma son: aldesleukina, dabrafenib, dacarbazina, 
ipilimumab, pembrolizumab, trametinib, nivolumab, vemurafenib, etc. 
           
1.3. Triterpenos Pentacíclicos: Acido Oleanólico y Ursólico 
          Los triterpenos constituyen el grupo más extenso de terpenoides debido a su gran 
diversidad estructural y a que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal en 
estado libre, como glicósidos o como ésteres, aunque también han sido hallados algunos 
importantes en el reino animal. Los triterpenos incluyen el escualeno, aislado por primera 
vez del aceite de hígado de tiburón y un gran número de compuestos con distinto número 
de anillos como el lanosterol, presente en la grasa de la lana (Phillips, et al. 2006).  
          Los terpenos se clasifican, atendiendo al número de unidades de isopreno (2-metil-
1,3-butadieno) que posee su esqueleto hidrocarbonado, en monoterpenos (10 carbonos, 2 
unidades), sesquiterpenos (15 carbonos, 3 unidades), diterpenos (20 carbonos, 4 unidades), 
sesterterpenos (25 carbonos, 5 unidades), triterpenos (30 carbonos, 6 unidades) y 
tetraterpenos (40 carbonos, 8 unidades).  
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Biogénesis de Triterpenos Pentacíclicos  
          El químico Croata, Leopold Ružika, a mediados del siglo pasado inició el estudio de 
la estructura de los terpenos. Todos los triterpenos presentes en la naturaleza tienen su 
origen en el escualeno, alcohol triterpénico formado por una condensación cola-cola del 
farnesol. Basándose en una amplia información estructural, Ružika fue capaz de 
racionalizar la biogénesis de terpenoides y desarrollarla (regla biogenética del isopreno) 
(Eschenmoser, et al. 1955). 
          La biosíntesis de los compuestos terpénicos se inicia con el ácido mevalónico (ácido 
(R)-3,5-dihidroxi-3-metilpentanoico), que se forma por condensación de tres unidades de 
acetil-CoA (Nakanishi, et al. 1984). Posteriormente, ocurre una activación por 
fosforilación y descarboxilación del ácido mevalónico (Fig. 3). Se forma de esta manera el 
pirofosfato de 3-isopentenilo, que puede isomerizar a pirofosfato de ,-dimetilalilo 
(pirofosfato de 2-isopentenilo), y que presenta una gran reactividad en procesos de 
sustitución nucleofílica.    
Figura 3. Biosíntesis de los precursores biológicos de los terpenos (pirofosfato de 3-
isopentenilo y pirofosfato de 2-isopentenilo) 
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          El doble enlace nucleófilo del pirofosfato de 3-isopentenilo, desplaza al grupo 
pirofosfato de 2-isopentenilo dando lugar al monoterpeno lineal fundamental, denominado 
pirofosfato de geranilo, tras la pérdida de un protón por parte del intermedio de reacción 
carbocatiónico. Este monoterpeno lineal, puede transformarse en los más diversos 
esqueletos de diez carbonos, denominados monoterpenos (geraniol, limoneno, mentol, etc.), 
según tenga lugar la acción de las enzimas apropiadas.  
          Si el pirofosfato de geranilo reacciona con una nueva unidad isoprénica en forma de  
pirofosfato de 3-isopentenilo por la acción de la geranil transferasa, se obtiene el 
pirofosfato de farnesilo, que es la base de toda la gama de productos con quince átomos de 
carbono, sesquiterpenos, que presentan diferentes esqueletos carbonados (germacranos, 
eudesmanos, cariofilanos, etc.). Si el farnesil pirofosfato reacciona de nuevo con 
pirofosfato de 3-isopentenilo, da lugar a pirofosfato de geranil-geraniol, intermedio que se 
supone precursor de los compuestos diterpénicos (kauranos, beyeranos, atisanos, etc.). El 
acoplamiento cabeza-cabeza de dos unidades de pirofosfato de farnesilo conduce a 
escualeno, con la ayuda de la escualeno sintasa, a partir del que se forman los triterpenos 
(dammarano, lupano, oleanano, ursano, etc.) (Fig. 4). 
                         
Figura 4. Rutas biogenéticas hacia mono, sesqui, di y triterpenos a partir de sus precursores 
(pirofosfato de 2-isopentenilo y pirofosfato de 3-isopentenilo) 
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            La oxidación de uno de los dobles enlaces terminales del escualeno proporciona 
óxido de escualeno, que sufre una ciclación controlada por enzimas. En esta compleja 
reacción la cadena del escualeno debe plegarse de forma precisa como se puede observar en 
la Fig. 5, (silla-silla-silla-bote) formándose un carbocatión tetracíclico con esqueleto de 
dammarano, que es la molécula de partida para la formación de otros triterpenos 
tetracíclicos. Además, mediante diferentes carbocationes generados por ciclaciones y 
migraciones de metilo o hidruro se obtienen también los triterpenos pentacíclicos con 
esqueleto de lupano, ursano, oleanano. 
Figura 5. Biogénesis de triterpenos a partir de óxido de escualeno 
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          Los triterpenos pentacíclicos empleados para este trabajo cuentan con la estructura 
base del oleanano y del ursano, los cuales son el ácido oleanólico (OA) (ácido 3-hidroxi-
olean-12-en-28-oico) y su isómero el ácido ursólico (UA) (ácido 3-hidroxi-urs-12-en-28-
oico), respectivamente, ambos con formula molecular C30H48O3 y peso molecular de 456.70 
g/mol (Fig. 6). Estos compuestos con 30 átomos de carbonos, existen ampliamente en la 
plantas naturales en forma de ácido libre o agliconas de saponinas triterpenoides (Liu, 
1995; Liu, 2005), también son parte integral de la dieta humana, encontrándose en 
aceitunas, uvas, aceite de oliva, en la piel de algunas frutas (manzanas, peras, arándanos y 
ciruelas) y en la cera protectora de las algas marinas, etc.  
Figura. 6. Estructuras del Ácido Oleanólico (OA) y Ácido Ursólico (UA) 
          Estos triterpenos son de gran interés como agentes terapéuticos y sus actividades 
biológicas son bastante similares teniendo en cuenta la cercanía de sus estructuras 
químicas, entre las que se destacan: 
- Actividad Antiinflamatoria 
          El efecto antiinflamatorio es una propiedad común de muchos triterpenoides 
(Mahato, et al. 1988). El efecto antiinflamatorio de OA se informó por primera vez en 
1960, donde se reportaba los efectos inhibidores sobre edema de la pata de rata inducido 
por carragenina y la artritis inducida por formaldehido (Gupta, et al. 1969). El UA se ha 
identificado como un componente activo en la prevención de edema de pata de ratas 
inducido por carragenina, así también como en la prevención de edema de oreja de ratón 
inducida por 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Liu, 1995).  
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          Se han reportado varios de los mecanismos por medio de los cuales estos triterpenos 
ejercen su acción antiinflamatoria, entre los que destacan la inhibición de enzimas 
involucradas en la producción de eicosanoides como las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) 
y la fosfolipasa A2 (FLA2); la inhibición de la liberación de citoquinas, histamina y 
serotonina y la interacción con algunas serina/treonina quinasas (Liu, 1995; Kwon, et al. 
2009). 
- Actividad Anticancerígena 
          Ambos compuestos han mostrado actuar en varios estados en el desarrollo tumoral, 
incluyendo inhibición de tumorgénesis, inhibición de la promoción tumoral e inducción de 
la diferenciación celular. En efecto, inhiben la angiogénesis, la invasión tumoral y la 
metástasis. Sin embargo, el mecanismo mediante el que actúan no se ha determinado de 
forma suficientemente clara. OA y UA son relativamente no tóxicos, pudiendo ser 
utilizados clínicamente como agentes quimiopreventivos/quimioprotectivo (Ovesna, et al. 
2004). El uso de estos compuestos ha sido recomendado como terapia contra el cáncer de 
piel. Preparaciones cosméticas que contienen OA y UA han sido patentadas en Japón para 
la prevención del cáncer de piel por uso tópico. Preparaciones farmacéuticas que contienen 
OA están patentadas para el tratamiento de leucemia no linfática (Ishida, et al. 1990; 
Muto, et al. 1990; Hsu, et al. 1997). 
- Actividad Antihiperlipidémica 
          Las propiedades hipolipemiantes y antiateroscleróticas del UA fueron descritas por 
primera vez por científicos en la Unión Soviética en 1979. En ratas y conejos alimentados 
con UA, se observó la prevención de la aterosclerosis experimental, reducción del 
colesterol en la sangre (44%) y niveles de lipoproteínas (50%). También se demostró que el 
OA, prevenía la hiperlipidemia en conejos, cobayas y ratas, disminuyendo los niveles de 
colesterol en sangre y lipoproteínas en más de un 40%. El OA no afecta los niveles de 
lipoproteínas de la sangre en conejos normales, pero disminuye los niveles de colesterol 
elevados en la sangre y previene la precipitación de lípidos en los vasos sanguíneos y 
órganos principales de conejos hiperlipidémicos experimentales (Liu, 1995). 
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- Actividad Antioxidante 
          El efecto antioxidante in vivo se ha demostrado sobre la molécula de UA, 
encontrando que presenta un efecto protector sobre la peroxidación de lípidos, estrés 
oxidativo y evita el daño al ADN inducido por radiación ultravioleta (Ramachandran y 
Prasad 2008). También se ha demostrado que el UA posee efecto antioxidante no 
enzimático, al secuestrar al anión superóxido, al quelar iones metálicos (como consecuencia 
de esto evita la reacción de Fenton), y al inhibir a la xantina oxidasa (XO) (Yin y Chan 
2007). Se ha demostrado el efecto antioxidante y antiinflamatorio del UA y OA sobre 
células PC12 al inducir estos efectos con peróxido de hidrógeno y con el ión 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+). Estos compuestos provocan la muerte celular por liberación de 
citosinas proinflamatorias como IL-6 y TNF- y por disminución de la actividad de las 
enzimas superóxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatión peroxidasa (GPX). El 
tratamiento de las células PC12 con UA y OA disminuye la liberación de IL-6 y TNF- por 
lo que podrían ser agentes protectores en desórdenes de tipo neurodegenerativos (Tsai y 
Yin, 2008). 
- Actividad Hepatoprotectora 
          El efecto hepatoprotector del UA y OA se ha determinado en modelos in vivo e in 
vitro, de forma individual y conjunta. Ambos son efectivos frente a lesiones hepáticas 
inducidas en animales en laboratorio. Se han utilizado desde la antigüedad en Asia como 
fármacos orales contra los desórdenes hepáticos. La mezcla de UA/OA disminuye el daño 
hepático producido por tetracloruro de carbono, disminuyendo los niveles séricos de 
transaminasa glutámico oxalacética (sGOT) y los niveles de transaminasa glutámico 
pirúvica (sGTP), regenerando la viabilidad de los hepatocitos. También se documentó que 
estos triterpenos protegen contra el daño hepático provocado por D-galactosamina y 
acetaminofén, entre otros (Liu, 1995; Martín-Aragón, et al. 2001). Los mecanismos de 
hepatoprotección de estos dos compuestos involucran la inhibición de la actividad tóxica de 
xenobióticos, la activación del sistema inmune del organismo y la disminución de la 
actividad del citocromo P450, familia de enzimas requerida por una gran cantidad de 
compuestos hepatotóxicos para su activación (Liu, 1995). 
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- Actividad Antimicrobiana 
          En cuanto al efecto antibacteriano se ha encontrado que el UA tiene actividad contra 
Staphylococcus aureus (CMI= 8 g/mL) y Enterococcus faecalis (CMI= 4 g/mL), pero es 
inactivo contra cepas resistentes a antibióticos como S. aureus resistente a meticilina y 
Enterococcus sp resistente a vancomicina (Fontay, et al. 2008). En otro estudio se 
encontraron CMI´s de 62.5, 47, 259 y 4 g/mL contra S. Aureus, E. faecalis, Escherichia 
coli y Pseudomonas aeruginosa respectivamente (Shai, et al. 2008). Otra actividad 
relevante que se le ha demostrado al UA, es su efecto contra diversas cepas de M. 
tuberculosis. Contra la cepa H37Ra presentó una CMI de 12.5 g/mL, al evaluarlo por el 
micrométodo colorimétrico de azul de alamar (MABA) (Tanachatchairatana, et al. 2008). 
Recientemente, se ha descrito que la mezcla de UA/OA presenta una CMI = 62.5 g/mL in 
vitro al ser evaluada por MABA (Higuchi, et al. 2008). Por otra parte, se ha descrito que el 
UA presenta actividad antifúngica contra Sporothrix schenki, Microsporum canis, 
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans y Candida albicans con valores de CMI´s 
de 32, 12, 24, 63 y 63 g/mL, respectivamente (Shai, et al. 2008); actividad antiparasitaria 
contra promastigotes y amastigotes de Leishmania amazonesis con CI50 de 5 y 11 g/mL, 
respectivamente, siendo el UA más activo que los fármacos de referencia, contra 
amastigotes (Torres-Santos, et al. 2004).  
          Se han descrito, así mismo, efectos antiulcerosos, anticaries, cardiovasculares, 
antihipertensivos, etc. (Liu, 1995, Liu, 2005; Senthil, et al. 2007). Además, estos 
compuestos se utilizan también en la preparación de complementos alimenticios y son 
ingredientes importantes en formulaciones cosméticas. Por lo tanto, de acuerdo a su amplia 
gama de aplicaciones, estos triterpenos son de alto valor comercial, por lo que han sido 
aislados en más de 120 especies de plantas diferentes por sus beneficios (Liu, 1995, Liu, 
2005; Zacchigna, et al. 2009).  
          Los compuestos utilizados para esta tesis, fueron aislados y purificados de las hojas 
de la planta Plumeria obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Griseb.) Woodson 
(Apocynaceae) (Fig. 7), originaria de las Antillas Mayores, Florida, la parte norte de Centro 
América y el sur de México, pero cultivada ampliamente por sus flores ornamentales y 
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aromáticas en todo el mundo, donde existe el clima cálido adecuado. Esta puede crecer, ya 
sea como un pequeño arbusto o árbol con altura de 0.9 a 6.1 metros, sus hojas se encuentran 
en racimos cerca de las puntas de las ramas, de un tamaño grande (6-22 cm de largo y 2-7 
cm de ancho) con una forma oblonga característica y la punta de la hoja es obtuso 
(redondeado). Las hojas son de color oscuro con la superficie brillante y nervios 
secundarios paralelos visibles que van desde la vena media a los bordes de las hojas. Las 
flores de esta especie son portadas en inflorescencias (racimos) que se forman en los 
extremos de las ramas en un tallo largo y grueso. Cada inflorescencia contiene muchas 
flores blancas con un pequeño centro amarillo. Las flores contienen cinco pétalos que se 
fusionan en la base en un tubo en forma de embudo corto que se ensancha gradualmente a 
medida que los lóbulos de los pétalos se extienden. Los ejemplares utilizados fueron 
recolectados en Calakmul, Campeche, México. La primera colecta de la planta se realizó en 
1997. A partir de esa colección un ejemplar de herbario se preparó, y fueron depositados en 
el Herbario Nacional, Instituto de Biología, MEXU, UNAM, con número de registro 
Martínez 27824-A. 
Fig. 7. Árbol, hojas y flores de la especie vegetal Plumeria obtusa 
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1.4, Administración dérmica de Nanoemulsiones  
1.4.1. Anatomofisiología de la piel 
          La piel constituye el órgano corporal más extenso que separa al organismo del medio 
externo. La piel de una persona adulta cubre aproximadamente una superficie de 2 m2 y 
recibe un tercio de la sangre que circula por el cuerpo. Es elástica, y presentan distintas 
características según la región. Con un espesor de unos pocos milímetros (2.97 ± 0.28 mm), 
separa el entramado circulatorio y los órganos del medió externo (Montagna, 1974; 
Ritschel y Hussain, 1988). 
          La principal función de la piel es la protección del organismo de factores externos 
como bacterias, sustancias químicas y temperatura. La piel contiene secreciones que 
pueden destruir bacterias y la melanina, que es un pigmento químico que sirve como 
defensa contra los rayos ultravioleta que pueden dañar las células. Otra función importante 
de la piel es la regulación de la temperatura corporal. Cuando se expone la piel a una 
temperatura fría, los vasos sanguíneos de la dermis se contraen, lo cual hace que la sangre, 
que es caliente, no entre a la piel, por lo que ésta adquiere la temperatura del medio frío al 
que está expuesta. El calor se conserva debido a que los vasos sanguíneos no continúan 
enviando calor hacia el cuerpo.  
          La piel está formada por tres capas (Fig. 8) que desde el exterior al interior son la 
epidermis, dermis e hipodermis (tejido subcutáneo). Contiene además glándulas sebáceas, 
sudoríparas y folículos pilosos, que junto a las uñas conforman el sistema tegumentario. La 
superficie de la piel esta normalmente cubierta por una emulsión epicutánea o manto 
hidrolipídico que se forma a partir de los ácidos grasos de las secreciones sebáceas de los 
queratinocitos y el agua que proviene de las glándulas sudoríparas. Este coadyuva al 
mantenimiento de su función protectora y de la flora cutánea.  
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Figura 8. Estructura de la piel 
1.4.1.1. Epidermis 
          Es un epitelio plano estratificado, queratinizado y no vascularizado de un espesor que 
varía entre 0.02 y 0.2 mm según la zona anatómica. Posee un alto contenido lipídico 
(colesterol, ceramidas y ácidos grasos) y muy bajo contenido en agua (20-30%). Los 
queratinocitos al ascender hacia la superficie se vuelven más anchos y aplanados, van 
perdiendo gradualmente el núcleo y orgánulos y se van enriqueciendo en queratina (Wertz, 
1996). En la epidermis pueden diferenciarse cinco estratos (Fig. 9): 
Figura 9. Estratos de la epidermis 
          El estrato córneo, es la parte más externa de la epidermis y la principal barrera del 
medio externo, siendo el principal responsable de la impermeabilidad de la piel y la 
resistencia a la difusión de fármacos o cualquier otra sustancia (Elias, et al. 1981). Está 
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formado por células aplanadas altamente queratinizadas, llamadas corneocitos, unidos entre 
sí por una sustancia cementante de naturaleza lipídica y estratificada en múltiples capas 
(Elias, 1983). Estos lípidos intercelulares están compuestos por aproximadamente un 70% 
de lípidos neutros (esteroles libres, 14%; ácidos grasos libres, 19.3%; triglicéridos, 25.2%; 
ésteres de colesterol y ésteres grasos, 5.4%; escualeno, 4.8%; alcanos, 6.1%), en un 18% 
por esfingolípidos (ceramidas y glucosilceramidas), un 5% de lípidos polares 
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, esfingomielina y lisolecitina) 
(Lampe, et al. 1983).  
          El estrato lúcido está ubicado entre la capa granulosa y el estrato córneo. En esta 
capa las células empiezan a perder los orgánulos celulares por la acción de proteasas y 
nucleasas.  
          El estrato granuloso está compuesto por células que contienen gránulos de 
queratohialina (cuya degradación final produce sustancias higroscópicas responsables de la 
hidratación natural de la piel. Los gránulos también contienen glicolípidos y esteroles. 
Estos son excretados a medio extracelular, siendo uno de los responsables de la 
impermeabilidad de la epidermis.  
          El estrato espinoso, debe su nombre a la morfología que le confiere la existencia de 
numerosas estructuras proteicas intra y extracelulares denominadas desmosomas, 
constituidas por diversas moléculas de adhesión que unen células adyacentes (Elias, et al. 
1981). 
          El estrato basal o germinativo, es una única capa de células casi cubicas enlazadas 
entre sí por desmosomas y a la lámina basal, sobre la que se apoya, por hemidesmosomas. 
Este estrato es el encargado de la regeneración constante del resto de capas celulares 
epidérmicas por su continua replicación celular. Además de los queratinocitos también se 
encuentra melanocitos, células de Langergans (relacionados con el sistema inmune) y 
células de Merkel (del sistema neuroendocrino). 
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1.4.1.2. Dermis  
          La dermis o corion, es un tejido resistente, flexible y muy elástico, con un espesor de 
1 a 3 mm. Está compuesta por una matriz densa de tejido conectivo o conjuntivo y posee 
fibras colágenas (~70- 75%), elásticas (~ 4%), reticulares (~ 0,4%) y células (fibroblastos, 
mastocitos, leucocitos y melanocitos). Esta matriz está embebida en una sustancia 
mucopolisacárida amorfa e incluye, aproximadamente, el 20% de la masa dérmica, que le 
proporciona elasticidad al contener distintas fibras. Los fibroblastos, son los encargados de 
producir los componentes del tejido conectivo de colágeno, laminina, fibronectina y 
vitronectina. Los mastocitos están implicados en procesos de respuesta inmune e 
inflamatoria y los melanocitos, cuya función es fabricar melanina (Walters, 2002). La capa 
superficial, o capa papilar, se interdigita con la epidermis de la que queda claramente 
delimitada. La capa más profunda o capa reticular, se pierde en el tejido subcutáneo.  
          La dermis, es un componente sustancial de nuestro cuerpo, ya que no sólo es el 
sostén de la epidermis, la que le proporciona nutrientes y sistemas de soporte e 
inmunológico, todo ello a través de la fina capa capilar adyacente a la epidermis, sino que 
además juega un papel importante en la regulación de la temperatura, presión y dolor de 
nuestro organismo (Walters, 2002). 
          Esta capa proporciona a la piel una gran fuerza mecánica gracias al alto contenido de 
fibras colágenas, aportando, mediante sus distintos componentes celulares, una reserva de 
elementos regenerativos y defensivos, capaces de combatir la infección y reparar las 
heridas profundas. La dermis soporta los apéndices cutáneos: glándulas sudoríparas 
(apocrinas y ecrinas) y pilosebáceas. Las glándulas sudoríparas secretan sudor y las 
sebáceas situadas generalmente en la base del pelo, secretan el sebo cutáneo. La dermis 
también contiene vasos sanguíneos, linfáticos y nervios. Los vasos sanguíneos juegan un 
papel muy importante en la regulación de la temperatura corporal, aporte de nutrientes y 
oxígeno a la piel, eliminación de productos de desecho y toxinas y reparación de la piel 
dañada. Los capilares se encuentran a unos 0,2 mm de la superficie corporal y, 
esencialmente, proporcionan condiciones “sink” para la mayoría de las moléculas que 
atraviesan la barrera cutánea, porque una vez que la sustancia accede a la dermis, la 
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sustancia llega a la extensa red capilar que existe en la dermis, que, además están 
anastomosados, pasa a arteriolas, arterias, alcanzando la circulación general. De este modo, 
la sangre ayuda a garantizar, que la concentración dérmica de un penetrante, esté 
generalmente próxima a cero y que la diferencia de concentración a través de la epidermis 
proporcione la fuerza de conducción necesaria para la permeación transdérmica (Williams 
y Barry, 1992). 
1.4.1.3 Hipodermis 
          Por debajo de la dermis se encuentra la hipodermis o tejido subcutáneo. En muchas 
regiones del organismo este tejido celular es de tipo conectivo laxo y contiene numerosas 
células adiposas. Además de sus propiedades mecánicas, como amortiguador de los 
traumatismos, y de su capacidad para almacenar energía, esta capa es un importante 
aislante térmico. La mayor parte de las terminaciones nerviosas cutáneas, vasos sanguíneos 
y órganos de presión sensorial se encuentran en la hipodermis (Williams y Barry, 1992).  
1.4.1.4. Glándulas 
          Las glándulas sebáceas son pequeñas y saculares y se encuentran en la dermis, son 
abundantes en el cuero cabelludo y en la cara. Están formadas por un conducto único, que 
emerge de un racimo de alvéolos ovales o piriformes. Cada alvéolo está compuesto por una 
membrana basal que encierra varias células epiteliales y tiene una cavidad llena de materia 
grasa que constituye el sebo cutáneo. Dado que las células sebáceas producen su secreción 
a consecuencia de la completa degeneración de sus células centrales a estas glándulas se las 
llama holocrinas (Williams y Warwick, 1992).  
          Las glándulas sudoríparas se encuentran en casi todas las regiones de la piel y se 
dividen en dos:  
- Glándulas ecrinas, son las más numerosas, cada una de ellas está formada por un tubo 
único cuya parte más profunda se enrolla para constituir un cuerpo esférico u oval, que se 
sitúa en las capas más profundas del corión o en el tejido subcutáneo y se denomina cuerpo 
de la glándula. El tamaño de las glándulas es variable, siendo grandes en las regiones donde 
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la transpiración es intensa (axilas). Su número también varía, son muy numerosas en la 
zona de las palmas de las manos y plantas de los pies.  
- Glándulas apocrinas, son mayores que las ecrinas y producen una secreción más espesa. 
Las glándulas apocrinas son de forma tubular y presentan una amplia porción secretora 
enrollada desembocan mediante un conducto recto, y muy estrecho que corre paralelo a los 
folículos pilosos cercanos (Williams y Warwick, 1992). 
1.4.2. Absorción percutánea  
          La absorción percutánea de medicamentos puede ser definida como la absorción de 
fármacos a través de la piel intacta para enriquecer el sistema circulatorio.  
1.4.2.1. Etapas de la absorción percutánea 
           La piel constituye una barrera muy selectiva al paso de sustancias. La epidermis, y 
dentro de la epidermis, el estrato córneo es el principal responsable de este control (Barry, 
1983). Además, el flujo de moléculas a través de la piel depende de la naturaleza de la 
sustancia, del coeficiente de reparto vehículo-piel y del coeficiente de difusión de la 
sustancia difusora a través de la piel (Yasunori, et al. 1994). La absorción de los fármacos 
se produce en tres etapas:  
- Liberación del principio activo y difusión 
          El principio activo contenido en una determinada formulación, difunde en el sistema 
de administración hasta la superficie cutánea. Esta etapa viene condicionada por las 
características del principio activo y del sistema de dosificación.  
- Penetración en la capa córnea 
          El principal obstáculo que se encuentra el fármaco para penetrar a través de la piel 
son las propiedades de barrera del estrato córneo. Esto está originado, en parte, por la 
geometría de la estructura interna de los corneocitos y en parte por la resistencia a la 
difusión de la estructura lipídica extracelular.  
Introducción 


1.4.2.2 Vías de penetración a través de la piel  
          Cuando se administra una sustancia a través de la piel, puede alcanzar los capilares 
sanguíneos de la dermis a través de dos rutas fundamentales de acceso: la transepidérmica y 
la transapedicular (Fig. 10).  
Figura 10. Vías de penetración a través de la piel: Penetración (1) Transepidérmica, (2) 
Transudorípara y (3) Transfolicular 
          Los fármacos pueden atravesar el estrato córneo siguiendo tres vías:  
- Transepidérmica
Las moléculas polares y no polares difunden a través del estrato córneo por diferentes 
mecanismos. Dos microvías fundamentales existen para la absorción percutánea a través 
del estrato córneo: la ruta intercelular y la intracelular. 
          En la ruta intracelular, el estrato córneo se hidrata, acumulando agua cerca de la 
superficie de los filamentos de las proteínas, y es a través de esta agua inmovilizada por 
donde las moléculas polares pueden pasar a través de la piel. Las moléculas no polares, por 
el contrario, probablemente, se disuelven y difunden a través de la matriz lipídica 
intracelular, no acuosa, que existe entre los filamentos de las proteínas fundamentalmente, a 
través de los triglicéridos. (Barry, 2001). La energía de activación de las moléculas no 
polares es algo más baja que la difusión de las moléculas polares. 
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          Por la vía intercelular, el fármaco atraviesa el estrato córneo siguiendo un camino a 
través de los lípidos de la matriz intercelular. Esta vía se considera menos importante ya 
que el fármaco tiene que salvar la impermeabilidad de los corneocitos, unidos a la 
distribución repetida del propio principio activo entre las regiones hidrófilas y lipófilas de 
las bicapas lipídicas del estrato corneo (Aulton, 2004).  
- Transapedicular
          Si el fármaco utiliza esta vía de acceso lo hará a través de las glándulas sudoríparas y 
sistema pilo-sebáceo. Ambas alternativas, tienen una contribución escasa a la cinética 
global de la penetración transdérmica. 
          La penetración transfolicular de las sustancias químicas está ligada a la presencia de 
un mayor o menor número de folículos pilosos en la piel. Cada folículo piloso lleva 
asociado una glándula sebácea, que segrega sebo, barrera de protección del estrato basal 
germinativo. Un centímetro cuadrado de piel humana puede contener 10 folículos pilosos y 
15 glándulas sebáceas (Williams y Barry, 1992)   
          El sistema pilo-sebáceo, está constituido por el pelo y la glándula sebácea. La 
existencia de esta vía de penetración fue demostrada por  Mackee, et al. (1943) quienes 
piensan que es la óptima para la absorción percutánea, ya que las moléculas sólo tienen que 
atravesar la capa basal del folículo pilo-sebáceo. En el aparato pilo-sebáceo, la epidermis se 
vuelve más delgada, hasta reducirse, al nivel de la base del pelo, a una única capa de células 
no queratinizadas. Si un fármaco es capaz de difundir en el sebo del folículo pilo-sebáceo, 
podrá acceder a la dermis y llegar a la microcirculación sistémica con facilidad. Por vía 
transfolicular, las partículas se absorben a través de la vaina epitelial (unicelular no 
queratinizada), que corresponde al estrato basal germinativo, fácil de atravesar. Se puede, 
llegar así fácilmente a la dermis y a los vasos sanguíneos sin pasar por la barrera de Rein. 
           
          Ciertos medicamentos, bastante lipófilos, al disolverse en el sebo, son capaces de 
superar esa barrera, viendo favorecida su absorción percutánea a través de la glándula. Por 
esta vía se absorben sustancias que tienen un alto coeficiente de reparto (lípido/agua), 
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solubles en el sebo. En ciertas circunstancias también es posible que difundan moléculas 
que se pueden acumular en los folículos pilosos.  
          La vía transudorípara es menos importante ya que proporciona una pequeña ruta de 
absorción (1 cm2 de piel humana puede contener 100 glándulas sudoríparas) (Williams y 
Barry, 1992). Se cree que la difusión por esta vía sigue el modelo de “difusión por poros”.  
1.5. Administración ocular de Nanopartículas 
1.5.1. Anatomofisiología ocular 
          El ojo humano es el órgano anatómico que recoge en su interior la estructura sensible 
que hace posible el inicio del complejo proceso de la visión. Por su forma se le denomina 
globo ocular (Fig. 11). Es un órgano par situado a ambos lados del plano sagital, protegido 
por grasa y tejidos blandos y por las paredes óseas que componen las cavidades orbitarias, 
donde además del globo ocular se alojan el nervio óptico, los músculos oculares, la 
glándula lagrimal, vasos y nervios. Los párpados, las pestañas y las lágrimas son 
protectores del ojo. 
Figura 11. Estructura del ojo humano 
                  El globo ocular, es una esfera de unos 24 mm de diámetro anteroposterior, 
constituida de fuera a dentro por tres capas concéntricas: 
1. La exterior es la túnica fibrosa o córneo-escleral que se compone de dos segmentos 
esféricos, el anterior la córnea, es la porción más pequeña y prominente, el posterior es la 
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esclerótica. Revistiendo los párpados por su cara posterior (interior) y parte de la esclera 
anterior (por su exterior) está la conjuntiva, membrana en la que se vierte la secreción 
lagrimal que participará en la nutrición y protección de las capas superficiales de la córnea.  
2. La capa intermedia (úvea) es la túnica vascular, la componen por delante, el iris, por 
detrás, la coroides, y la unión de ambos, un engrosamiento que se conoce con el nombre de 
cuerpo ciliar. 
3. La capa interna, túnica nerviosa es la retina, que se continúa por delante con la capa 
profunda del cuerpo ciliar y del iris.  
           
          La córnea es la porción anterior clara y transparente de la capa externa del globo 
ocular. Es la superficie refractante mayor del ojo y la más sensible del cuerpo, dada la 
abundancia de fibras nerviosas que contiene. Su función fisiológica principal es mantener la 
superficie del ojo lisa y transparente, mientras protege el contenido intraocular. Se continúa 
con la esclerótica. Tanto por delante como por detrás se encuentra la córnea bañada por 
líquidos, que le proporcionarán los elementos nutrientes para el metabolismo corneal dado 
que no tiene vasos sanguíneos. La lágrima humedece el epitelio corneal o cara anterior y el 
humor acuoso hacen posible la nutrición desde la cara posterior o endotelial (Bueno y 
Toro, 1994). 
          La esclerótica o esclera, constituye el esqueleto del globo ocular. Está compuesta de 
haces de tejido conjuntivo y fibras elásticas que le dan una consistencia fuerte, 
permitiéndole mantener la forma del ojo a pesar de alcanzar un espesor máximo de 1 mm. 
En su parte delantera presenta las inserciones de los músculos extrínsecos del ojo, y en el 
polo posterior, la salida del nervio óptico, la vena central de la retina y accede al interior del 
ojo la arteria central de la retina. 
          La coroides constituye la mayor parte de la región uveal. Se sitúa entre la esclerótica 
y la retina. Se compone principalmente de vasos sanguíneos que le confieren su color 
pardusco. Tiene como función primaria nutrir la retina, el cuerpo vítreo y el cristalino. 
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          La retina es la capa más interna del ojo, situada entre la coroides y el cuerpo vítreo. 
Es una estructura compleja, con numerosos tipos de células  y una disposición anatómica en 
diez estratos o capas. En las más externas están los elementos celulares encargados de la 
transformación de la energía luminosa en energía bioeléctrica (fotorreceptores), mientras 
que las más internas están encargadas de la transmisión de dicha energía, conduciendo el 
estímulo visual hacia el cerebro y representando el primer escalón  de la vía óptica.  
          La retina presenta una extensión avascular central, la mácula lútea, en cuyo centro 
se encuentra una pequeña depresión, la fóvea central. Provista de una gran concentración de 
conos, y casi sin bastones constituye la zona de máxima agudeza visual. A unos 3 mm hacia 
el lado interno del polo posterior del ojo, se encuentra la cabeza del nervio óptico (papila), 
zona constituida por fibras nerviosas sin poder visual, motivo por el cual se llama también 
punto ciego.  
          El iris es una membrana situada detrás de la córnea e inmediatamente delante del 
cristalino. Es llamativo al observador por ser la parte que da el color que caracteriza a 
nuestros ojos. Es de color  variable, de forma circular y está perforada en su centro por una 
abertura también circular (pupila), cuyo tamaño varía por la acción del músculo esfínter y 
dilatador de la pupila que, de manera refleja, controlan la cantidad de luz que entra en el 
ojo.  
          La coroides se continua hacia delante con el cuerpo ciliar que contiene el músculo 
ciliar, responsable del proceso de la acomodación o enfoque del cristalino. Presenta unas 
protuberancias denominadas, procesos ciliares, en extremo vasculares, especializadas en la 
producción del humor acuoso necesario en el mantenimiento de la anatomía y fisiología del 
segmento anterior del ojo. (córnea, iris y cristalino). El humor acuoso es un líquido cuya 
composición se asemeja a la del plasma con supresión de casi todas las proteínas. 
Contribuye al mantenimiento de la presión intraocular, y facilita el metabolismo del 
cristalino, y de la córnea que carecen de vasos. Secretado por el cuerpo ciliar fluye en la 
cámara posterior entre el iris y el cristalino, desde aquí pasa a la cámara anterior a través de 
la pupila.  
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          El cristalino es una lente, un órgano encapsulado, de forma lenticular, transparente, 
biconvexo, formado por una serie de laminillas concéntricas. Suspendido de los procesos 
ciliares por filamentos es una esfera hueca de células epiteliales. La función del cristalino, 
junto con la córnea consiste en enfocar los rayos de manera que formen la imagen sobre la 
mácula.  
          El cuerpo vítreo es una masa transparente, incolora, de consistencia blanda, que 
ocupa la cavidad posterior del globo ocular. Situado entre el cristalino, el cuerpo ciliar y la 
retina, constituye el volumen más amplio del ojo. Carente de vasos, se nutre de los tejidos 
próximos: coroides, cuerpo ciliar y retina (Bueno y Toro, 1994). 
1.5.2. Córnea 
          La córnea es un tejido avascular y transparente estratificada en 3 capas celulares y 
dos interfaces: epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y 
endotelio (Figura 12). Su estructura es relativamente simple comparada a otras partes del 
cuerpo (Oyster, 1999). Los tipos de células que la constituyen son células epiteliales, 
fibroblastos corneales conocidos como queratocitos y células endoteliales. Estos 
componentes interactúan entre ellos para mantener la integridad y funcionalidad del tejido. 
La córnea es alimentada por la película lagrimal que cubre su superficie anterior y por el 
humor acuoso que baña su superficie posterior.  
Figura 12. Capas e interfaces de la córnea 
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          La córnea de un humano adulto mide 11-12 mm en su diámetro horizontal y 9-11 
mm en el vertical. Su espesor es de 0.5 mm en el centro y se incrementa gradualmente 
hacia la periferia donde alcanza hasta 0.7mm. La forma de la superficie anterior es convexa 
siendo su curvatura mayor en la periferia que en el centro (geometría asférica). El radio de 
curvatura ronda aproximadamente 7.5-8.00 mm en el área central de la córnea (3 mm) 
donde la superficie es casi esférica. Las propiedades de la córnea vienen determinadas por 
su transparencia, la homogeneidad de su superficie y su contorno, e índice refractivo. La 
característica más importante de la córnea es su transparencia (Oyster, 1999). 
          El epitelio corneal, consiste en 5-7 capas de células epiteliales escamosas 
estratificadas y no queratinizadas dispuestas unas encima de otras, con un espesor central 
de aproximadamente 50 micras y constante por toda la superficie corneal. Esta capa 
representa un 10% del espesor total de la córnea. La córnea presenta 3 tipos de células 
epiteliales: superficiales, intermedias y basales. El epitelio junto con la película lagrimal 
contribuye al mantenimiento de la homogeneidad óptica de la superficie corneal. Otro 
importante papel del epitelio es proporcionar una barrera a agentes biológicos externos y 
productos químicos. Dado que el epitelio es la barrera externa de la córnea es susceptible de 
lesión por trauma o infección microbiana. El epitelio corneal y conjuntival conforman 
conjuntamente la superficie ocular anterior. Aunque sus características difieren entre sí, 
ambos proporcionan un sistema de biodefensa de la superficie anterior del ojo (Sack, et al. 
2001). 
          La capa de Bowman es la parte más anterior del estroma corneal y está situada 
detrás de la lámina basal del epitelio. Mide unas 12 micras de espesor; se reconoce en 
secciones histológicas por su carencia de fibroblastos y aparente estructura oscura, además 
es reconocible por microscopía electrónica y confocal. Esta estructura acelular no es una 
membrana sino el lugar de unión de las fibras de colágeno y proteoglicanos y en ella las 
fibras de colágeno no siempre corren paralelas a la superficie corneal perdiéndose la 
estructura laminar regular. Esta capa no se regenera después de una lesión sin embargo 
incluso en su ausencia se forma un epitelio normal.  
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          El estroma corneal constituye el 90% del espesor de la córnea y es un sándwich 
entre dos capas, el epitelio y el endotelio. El estroma corneal consiste de una matriz 
extracelular formado por fibroblastos (queratocitos) y fibras nerviosas. Los componentes 
celulares ocupan solo un 2-3% del volumen total del estroma. El colágeno constituye más 
del 70% del espesor de la córnea. El colágeno es una proteína fibrosa que se encuentra en 
todo el cuerpo siendo el componente principal del todos los tejidos conectivos, tendones, 
ligamentos, piel y de la capa externa del ojo, entre otros. Las uniones entre las moléculas de 
colágeno es una variable que afecta a la fuerza de todo el tejido. Las fibras forman unas 300 
láminas de colágeno dispuestas unas encima de otra y representan el 90% del espesor y 
volumen de la córnea (Nishida, 2005).  
          La membrana de Descemet, también conocida como lamina elástica posterior, es 
una estructura acelular situada entre el endotelio y el estroma de la córnea. Posee un grosor 
de entre 10 y 15 m y está compuesta principalmente por fibras de colágeno, lo que le 
confiere una gran elasticidad y resistencia. 
          El endotelio corneal es una monocapa celular de morfología hexagonal, regular, 
situada en la superficie corneal posterior y que se encuentra en contacto directo con el 
humor acuoso de la cámara anterior. En sección transversal, las células presentan un 
aspecto cuboidal siendo el hexágono la forma dominante, probablemente porque permite 
cubrir completamente el plano endotelial, manteniendo el perímetro celular total y el 
espacio intercelular de forma mínima. La célula endotelial humana mide 5 m y 18 m de 
espesor y amplitud, respectivamente y presenta un núcleo redondeado de unas 7 m de 
diámetro (Hogan, et al. 1971). La función más importante del endotelio es regular el 
contenido de agua en el estroma corneal.  
          También hay otra estructura llamada Capa de Dua, es una capa de la córnea humana, 
que se propuso su existencia en el 2013 (Dua, et al. 2013). Mide sólo 15 micrómetros de 
espesor y está situado entre el estroma de la córnea y la membrana de Descemet y es la 
sexta capa descubierta de la córnea. A pesar de su delgadez, la capa es muy resistente e 
impermeable al aire. Esta capa separa la última fila de queratocitos en la córnea y puede 
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estar relacionada con enfermedades como la hidropesía aguda, Descematocele y distrofias 
pre-Descemet. 
1.5.3. Permeación Ocular 
          La penetración de fármacos al interior del ojo tras su administración por vía tópica 
ocular es uno de los retos más interesantes a los que se enfrentan la investigación 
farmacéutica. El objetivo es conseguir atravesar las barreras protectoras del ojo sin dañar 
las estructuras oculares. A diferencia de otros, los epitelios de la superficie ocular no son 
zonas preparadas para la absorción, por lo que el tiempo de residencia de una formulación 
convencional se reduce a menos de dos minutos. A esto hay que añadir las pérdidas 
generadas por la absorción sistémica del fármaco a través de la conjuntiva y el conducto 
nasolacrimal. Se estima que el porcentaje de sustancia activa capaz de alcanzar el segmento 
anterior del ojo está comprendido entre el 1-5% de la dosis total administrada. Por esta 
razón, aunque el fármaco sea capaz de llegar a humor acuoso su difusión al segmento 
posterior resulta insignificante, en la mayoría de los casos (Andrés-Guerrero y Herrero-
Vanrell, 2008).  
          Existen distintas rutas para llegar a los tejidos oculares, que pueden seleccionarse 
según el tejido diana. De forma genérica, para el segmento anterior se utiliza 
preferentemente la vía tópica ocular, mientras que para el segmento posterior se usa 
normalmente la vía intravitrea (Fig. 13) (Lorenzo, et al. 2008). La penetración de los 
fármacos cuando se administran por vía tópica ocular se puede llevar a cabo a través de la 
córnea (vía transcorneal) o a través de la conjuntiva y esclera (vía conjuntival/escleral). Se 
sabe que la mayoría de las sustancias activas que se emplean por vía tópica se absorben 
empleando la ruta transcorneal. Este hecho explica que, durante mucho tiempo, se pensara 
en la conjuntiva únicamente como una vía de eliminación. Hoy en día se sabe que hay 
sustancias capaces de atravesar la conjuntiva llegando a alcanzar, en ciertas ocasiones, el 
segmento posterior. 
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Figura 13. Vías oculares de entrada y eliminación de los fármacos. 1: vía transcorneal, 2: 
vía transconjuntival/transescleral, 3: barrera hematoacuosa, 4: vía trabecular, 5: eliminación 
por barrera hematoacuosa, 6: barrera hematorretiniana, 7: vía intravitrea, 8: eliminación por 
barrera hematorretiniana, 9: eliminación desde el vítreo hacia la ruta anterior. 
- Vía transcorneal      
          El paso del medicamento a través de la córnea depende, además de la estructura e 
integridad corneal, de las propiedades fisicoquímicas del fármaco y de su formulación, 
esencialmente, del coeficiente de partición octanol/agua, relacionado con el grado de 
lipofília del principio activo (Schoenwald y Ward, 1978) y del peso molecular que 
informa sobre el tamaño molecular. Teniendo en cuenta las características histológicas de la 
córnea que, a efectos prácticos, se puede equiparar a una estructura formada por tres zonas 
de diferente polaridad: lipófila (epitelio), hidrófila (estroma) y lipófila (endotelio), la 
penetración de cualquier fármaco administrado localmente vendrá condicionada, por tanto, 
por su coeficiente de reparto, que además de evaluar la cantidad de medicamento que se 
distribuye entre las dos fases, determina la contribución de cada una de las capas de la 
córnea en la resistencia que opone dicha estructura a la penetración transcorneal de los 
fármacos. El epitelio corneal proporciona la máxima resistencia al paso de los fármacos. 
Los principios activos penetran esta capa bien por difusión a través de las células (ruta 
transcelular) o bien a través de los espacios de las mismas en lo que se conoce como ruta 
paracelular. El epitelio lipófilo, actúa a modo de barrera para el 90% de fármacos hidrófilos 
y 10% en el caso de fármacos lipófilos. La ruta paracelular predomina para los fármacos 
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hidrófilos o iones de bajo peso molecular, mientras que la ruta intercelular predomina para 
fármacos lipófilos (Schoenwald y Stewart, 1979; Prausnithz y Noonan, 1998). 
           
- Vía conjuntival/escleral
          La conjuntiva es una membrana mucosa que recubre aproximadamente el 80% de la 
superficie ocular. Está formada por una porción bulbar que cubre la parte anterior del 
globo, excepto la córnea, y dos porciones palpebrales en las caras posteriores de los 
párpados superior e inferior. El epitelio conjuntival está compuesto por una serie de capas 
de células epiteliales estratificadas (de 5 a 15 capas) y se encuentra recubierto por 
microvellosidades. La conjuntiva bulbar está recubierta por la película lacrimal y 
contribuye a la formación de esta última mediante la secreción de electrolitos, mucus y 
glicoproteínas. Al igual que la córnea, el paso a través de la conjuntiva se puede llevar a 
cabo por la vía transcelular o paracelular. Si nos centramos en las propiedades generales de 
las sustancias activas, el tamaño molecular es el factor limitante de la ruta paracelular tanto 
de la córnea como de la conjuntiva. Las rutas paracelulares fueron descritas hace algunos 
años en conejos empleando polietilénglicoles de distintos pesos moleculares (de 200 a 1000 
Da). Se seleccionaron dichos agentes ya que sus características resultan comunes a péptidos 
y oligonucleótidos (hidrofilia, capacidad de formar puentes de hidrógeno y tamaño 
molecular). Por otro lado, las células epiteliales de la conjuntiva presentan las mismas 
uniones intercelulares que caracterizan al epitelio corneal conocidas como «tight 
junctions», aunque la conjuntiva es más permeable al paso de moléculas hidrofílicas.  
          La vía subconjuntival también se presenta como alternativa a las inyecciones 
intravítreas que resultan más agresivas para el paciente. Esta vía persigue incrementar la 
concentración intraocular de fármaco disminuyendo su frecuencia de administración. Con 
este fin se han desarrollado implantes subconjuntivales y nano- y micropartículas. La 
iontoforesis es una técnica según la cual se consigue que los fármacos penetren la 
membrana de forma ionizada mediante la aplicación de una corriente eléctrica, por lo que 
se restringe a sustancias activas capaces de ionizarse. Hoy en día las rutas de acceso que 
ofrece la conjuntiva están en estudio (ruta paracelular, transcelular, transporte activo o 
endocitosis) (Andrés-Guerrero y Herrero-Vanrell, 2008). 
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1.6. Sistemas de Administración Tópica 
          La administración tópica de fármacos se realiza a través de la piel y las mucosas. La 
característica de esta vía es fundamentalmente el efecto a nivel local, no interesando la 
absorción de los principios activos. Los sistemas de administración tópica que se utilizaron 
en esta tesis, fueron las nanopartículas poliméricas para administración oftálmica y 
nanoemulsiones para aplicación dérmica. 
1.6.1. Nanoemulsiones (NEm) 
          Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales traslucidas de dos líquidos 
inmiscibles estabilizadas por un tensioactivo, con un tamaño de gota comprendido entre los 
20 y 200 nm en donde uno de los dos líquidos es disperso en forma de pequeñas gotas en el 
otro (Becher, 2001). Este pequeño tamaño de gota hace que la nanoemulsión posea una 
elevada estabilidad cinética, frente  a la sedimentación, floculación y coalescencia. Sin 
embargo, a pesar de su elevada estabilidad cinética, son termodinámicamente inestables, 
siendo necesaria la aportación de energía para su formación (Guglielmini, 2008; Solans, et 
al. 2005). 
          Al mezclar soluciones acuosas y oleosas en presencia de tensioactivos, pueden dar 
diferentes tipos de emulsiones. Emulsiones simples como: emulsión agua en aceite (W/O), 
que consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa o emulsión aceite en agua
(O/W), que consiste en gotas de aceite dispersas en una fase acuosa. Así como también 
doble o múltiples emulsiones, como: emulsión aceite en agua en aceite (O1/W/O2), que 
consiste en una fase continua de aceite en cuyo seno se encuentran dispersas gotas de agua, 
lo que a su vez forman una fase continua en la cual se encuentran dispersas gotas de aceite; 
emulsión agua en aceite en agua (W1/O/W2), que consiste en una fase continua de agua 
conteniendo dispersas gotas de aceite, lo que a su vez forman una fase continua en la cual 
se encuentran dispersas gotas de agua (Fig. 14) (Nielloud y Marti-Mestres, 2000; Bhatt y 
Madhav, 2011). 
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Figura 14. Tipos de emulsiones, a) W/O; b) O/W; c) O1/W/O2; d) W1/O/W2 
1.6.1.1. Métodos de preparación 
          En función de la fuente utilizada para suministrar esta energía podemos distinguir dos 
métodos de preparación:  
- Métodos de alta energía: utiliza homogenización de alta presión, ultrasonidos entre otros, 
que rompen las gotas de la emulsión. La adición de tensioactivo permite disminuir la 
energía necesaria para la formación de la nanoemulsión. No obstante, el tensioactivo 
también puede producir coalescencia de las gotas recién formadas debido a la colisión entre 
ellas (Guglielmini, 2008). El tamaño de partícula obtenido dependerá del homogenizador 
empleado, así como del tiempo y temperatura utilizado durante la preparación y de los 
propios componentes de la formula. Este método de preparación permite tener un mayor 
control sobre el tamaño de gota y una mayor variedad de ingredientes disponibles (Ravi y 
Padma, 2011).  
- Métodos de baja energía: también llamados métodos de condensación. Estos aprovechan 
la energía contenida en el sistema para formar gotas de pequeño tamaño (Sole, et al. 2010). 
La emulsificación se lleva a cabo cambiando los parámetros que afectan al balance hidro-
lipófilico del sistema, como la temperatura y composición, por este motivo la selección de 
los excipientes a utilizar es un paso critico (Izquierdo, et al. 2005). Así se pueden 
distinguir dos procedimientos: a temperatura constante (variando la composición) o bien a 
composición constante (variando la temperatura). Este último método también es conocido 
como método de la temperatura de inversión de fases, siendo el método de baja energía más 
utilizado (Solans, et al. 2005).  
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1.6.1.2. Componentes de las nanoemulsiones 
          Los excipientes utilizados para la preparación de las nanoemulsiones deben ser 
seguros, no tóxicos y no irritantes, según los que aparecen en la lista de componentes 
generalmente reconocidos como seguros (Generelly Regarded As Safe, GRAS). Un punto 
crítico es la elección del tensioactivo ya que suelen ser irritantes y se encuentran en altas 
concentraciones en la formulación para poder estabilizar el sistema coloidal. 
          Para la elaboración de las nanoemulsiones, en primer lugar se selecciona la fase 
oleosa que es la responsable de la solubilización de fármacos hidrófobos. En este caso es 
conveniente seleccionar el aceite en el cual el fármaco presenta una mayor solubilidad, 
realizando un screening de aceites, posteriormente se selecciona el tensioactivo. Con el fin 
de racionalizar el comportamiento de los tensioactivos se determina su balance hidro-
lipofilico (HLB). Este tiene en cuenta la contribución relativa del fragmento hidrófilo e 
hidrófobo en la molécula del tensioactivo. Los tensioactivos con HLB altos (8-18) se 
consideran solubles en agua, y favorecen la formación de emulsiones de fase externa 
acuosa. Los tensioactivos de bajo HLB (3-6) se consideran lipófilos y favorecen la 
formación de emulsiones de fase externa oleosa. Los co-tensioactivos, son tensioactivos 
generalmente alcoholes o esteres alcohólicos de cadena corta, que se añaden con el fin de 
reducir aún más la tensión interfacial, facilitando la emulsificación del sistema (Devarajan 
y Ravichandran, 2011). La adición de un co-tensioactivo, generalmente aumenta la 
estabilidad del sistema y la solubilidad del compuesto en el mismo. 
          En general, se eligen tensioactivos no iónicos (ésteres de glicerol, ésteres de ácidos 
grasos, alcoholes grasos), por su buena tolerabilidad biológica así como por su habilidad 
para formar nanoemulsiones independientemente del pH y a la concentración de electrolitos 
en la formula (Djordjevic, et al. 2004). También se pueden encontrar tensioactivos 
aniónicos (ácidos carboxílicos, sulfonatos, etc.) y catiónicos (aminas y sales de amonio 
cuaternario, etc.) (Devarajan y Ravichandran, 2011). 
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          Normalmente las nanoemulsiones contienen grandes cantidades de tensioactivos. 
Esto hace que posean una muy baja tensión interfacial, facilitando la obtención de tamaños 
de gotas nanométricos que asegura una excelente superficie de contacto entre la piel y el 
vehículo (Kreilgaard, 2002). Algunos ejemplos de los componentes de las nanoemulsiones 
se muestran en la tabla 3. 
Tabla 3. Componentes de las nanoemulsiones.  
Componentes de las Nanoemulsiones 
Fase Oleosa Labrafac®, migliol®, vaselina líquida, aceite de castor, aceite de 
jojoba, triacetin, sefsol, miristato de isopropilo, aceite de oliva, aceite 
de cacahuate, etc. 
Fase Acuosa Agua, propilenglicol, etc. 
Tensioactivos Labrasol®, labrafil®, Plurol oleique®, polisorbato 80; 85, etc. 
Co-tensioactivos Transcutol-p®, plurol-oleique®, labrasol®, etc. 
         
          Las principales ventajas de las nanoemulsiones son: 
1. Presentan una mayor área de superficie y energía libre por lo cual se convierten en un 
sistema de transporte eficaz. 
2. No muestran los problemas de formación de crema inherente, floculación, coalescencia y 
sedimentación. 
3. Pueden ser formuladas en una variedad de formulaciones, tales como espumas, cremas, 
líquidos y aerosoles. 
4. No son toxicas ni irritantes por lo tanto pueden ser fácilmente aplicadas a la piel y a las 
membranas mucosas. 
5. Se pueden administrar por vía oral si la formulación contiene agentes tensioactivos que 
son biocompatibles. 
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6. No dañan a las células sanas de humanos y animales, por lo tanto, son adecuadas para 
fines terapéuticos humanos y veterinarios. 
7. Debido a su pequeño tamaño, las nanoemulsiones pueden penetrar a través de la 
superficie rugosa de la piel y esto mejora la penetración de los principios activos. 
1.6.2. Nanopartículas poliméricas (NPs) 
          La utilización de nanopartículas es una importante área de la investigación en el 
campo de la liberación de fármacos, ya que estos sistemas permiten dirigir una amplia 
variedad de moléculas a los distintos tejidos liberándolos de manera sostenida en el tiempo. 
Además, el uso de nanopartículas minimiza la degradación del principio activo, incrementa 
su semivida en el interior del órgano a tratar y disminuye su toxicidad. El término 
nanopartícula engloba las nanocápsulas y nanoesferas. Las nanocápsulas (NCs) son 
sistemas vesiculares en los que el fármaco se localiza en el interior de la partícula, 
generalmente disuelto en un vehículo oleoso. Las nanoesferas (NEs), en cambio, son 
sistemas de tipo matricial donde el fármaco se suele encontrar incorporado en el interior de 
la matriz (Fig. 15) (Rocha Formiga, et al. 2009). 
Figura 15. Sistemas nanoparticulares 
          Una gran variedad de fármacos tanto hidrofílicos como hidrofóbicos, se pueden 
administrar utilizando vectores nanoparticulados. Además pueden ser formuladas para que 
su liberación sea dirigida a determinados tejidos u órganos, como por ejemplo al cerebro, 
pulmones, hígado, bazo, sistema linfático, etc. Por lo tanto, las ventajas de este tipo de 
nanopartículas formuladas con poliésteres son las de ofrecer una protección al principio 
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activo en las condiciones biológicas y permitir una liberación sostenida en el tiempo 
evitando así administraciones repetidas, lo que conlleva una mayor comodidad para el 
paciente. 
          Entre las distintas moléculas encapsuladas en nanopartículas formuladas con 
poliésteres se encuentran fármacos antitumorales, antígenos, péptidos y proteínas, genes, 
etc. para el tratamiento y prevención de distintas enfermedades
          La producción de nanopartículas tiene muchas variables independientes. Un 
parámetro clave es el tensioactivo. Una amplia gama de moléculas sintéticas y naturales 
con diferentes propiedades, se ha propuesto para la preparación de nanopartículas. Como 
ejemplo de emulsionantes naturales se pueden citar dipalmitoil- fosfatidilcolina, bromuro 
de didodecil dimetil amonio, y como tensioactivos el Pluronic F68 y Pluronic F108. Con 
respecto al polímero de las nanopartículas, cabe mencionar que el polímero utilizado para 
formular las nanopartículas también afecta de manera importante a la estructura, 
propiedades y aplicaciones de las mismas, de forma que no existe un polímero único para 
todos los fármacos. Dentro de los polímeros sintéticos destacan los poliésteres debido a su 
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Los más utilizados son el ácido láctico (PLA) y los 
copolímeros formados por unidades monoméricas de ácido láctico y glicólico (PLGA) (Fig. 
16), ya que han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para elaborar 
sistemas para la administración de sustancias activas por vía parenteral. Además, 
modificando el peso molecular, su grado de hidrofilia y la proporción de cada uno de los 
polímeros se puede controlar la velocidad de degradación de los mismos, el grado de 
encapsulación y el de liberación del fármaco. Otros polímeros empleados para la obtención 
de nanopartículas son la poli--caprolactona, el poli--hidroxibutirato y el ácido -l-málico. 
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Figura 16. Estructura química del ácido poli-láctico (PLA), ácido poli.glicólico (PGA) y 
ácido poli (D,L-láctico-co-glicólico) (PLGA). 
          El L-PLA y el PLGA son compuestos que corresponden respectivamente al 
homopolímero lineal del ácido poli-L-láctico y a copolímeros lineales del D,L ácido láctico 
y glicólico, los cuales se pueden encontrar en proporciones monoméricas variables. La 
copolimerización del PLGA puede ser llevada a cabo por dos rutas distintas de síntesis: 1) 
policondensación del ácido láctico y del ácido glicólico a temperatura superior a 120 ºC, o 
por debajo de esta temperatura en presencia de catalizadores, obteniéndose así PLGA de 
bajo peso molecular (PM < 10.000 Da); 2) polimerización vía apertura de los dímeros 
cíclicos de ambos ácidos, resultando en copolímeros de alta masa y mejores propiedades 
mecánicas. Por otro lado, el peso molecular de PLA/PLGA es un parámetro que influye en 
la homogeneidad de la muestra. En general, polímeros de elevado peso molecular dan lugar 
a sistemas nanoparticulados con un bajo índice de polidispersión. 
          Las nanopartículas biodegradables de PLGA han sido utilizadas como vectores para 
la liberación controlada de proteínas, péptidos, vacunas, genes, factores de crecimiento, etc. 
El PLGA presenta ventajas y desventajas como biomaterial para la encapsulación de 
macromoléculas terapéuticas. La degradación del PLA/PLGA, que ocurre por hidrólisis no 
enzimática, puede dar lugar a una acumulación de sus monómeros ácidos, lo que resulta en 
la reducción del pH local y consecuente desnaturalización de proteínas encapsuladas. Sin 
embargo, como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de toxicidad de sus productos 
de degradación y su modulable velocidad de degradación hacen del PLGA el poliéster más 
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utilizado en formulaciones nanoparticuladas de aplicación terapéutica. Otra importante 
ventaja del PLGA sobre el L-PLA, es que al presentar una velocidad de degradación más 
rápida, la probabilidad de que ocurran reacciones adversas debido a fragmentos cristalinos 
liberados por estos últimos, es menor. 
1.6.2.1. Métodos de preparación 
          Durante las últimas décadas, se han desarrollado varias técnicas para la formulación 
de nanopartículas. Su fabricación ha evolucionado principalmente en tres aspectos: 1) 
búsqueda de componentes menos tóxicos; 2) simplificación del proceso para fabricación a 
nivel industrial; y 3) optimización de las técnicas en cuanto a rendimiento y eficacia de 
encapsulación. 
          Según el mecanismo de formación de las nanoesferas se pueden clasificar los 
métodos de elaboración en dos tipos: 
a) Métodos basados en la polimerización: Consisten en la polimerización de monómeros en 
un medio en que el polímero resultante es insoluble. Según la solubilidad del monómero en 
el medio de polimerización el mecanismo de formación será diferente: monómero 
solubilizado o monómero dispersado. Ejemplos de estos métodos son: emulsión 
polimerización y polimerización micelar. 
b) Métodos basados en la precipitación: Consisten en la precipitación de macromoléculas al 
modificar las características fisicoquímicas del medio en que se encuentran disueltas (pH, 
temperatura o solventes). Se pueden agrupar en tres tipos: desolvatación, desnaturalización 
y desplazamiento del solvente. 
          El método de desplazamiento de solvente, método utilizado en este trabajo para la 
elaboración de las nanopartículas, es el más utilizado para formar nanopartículas 
poliméricas a partir de poliésteres y se basa en la emulsificación de una solución orgánica 
que contiene el polímero en una solución acuosa de un agente tensioactivo o estabilizante 
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seguida de la evaporación del disolvente orgánico. El polímero se disuelve en un disolvente 
apropiado (p. ej. acetona, acetato de etilo, cloroformo, diclorometano). La fase interna de la 
emulsión se añade sobre la fase externa acuosa, en la que se disuelve un agente tensioactivo 
que proporciona estabilidad a la emulsión. La emulsificación tiene lugar mediante agitación 
por cizalladura para reducir el tamaño de la gotícula de la emulsión (directamente 
relacionada con el tamaño final de las nanopartículas. A este proceso de emulsificación le 
sigue la evaporación del disolvente orgánico, que provoca la precipitación del polímero y la 
formación de las nanopartículas (Fig. 17) (Venier-Julienne y Benoit, 1996; Rocha 
Formiga, et al. 2009). 
Figura 17. Método de desplazamiento del solvente 
1.6.2.2. Caracterización de Nanopartículas 
          La importancia de las técnicas de caracterización de nanopartículas se justifica por la 
necesidad de adecuar la formulación a una aplicación terapéutica específica. El tamaño y la 
distribución granulométrica, la morfología, las propiedades de superficie, la eficiencia de 
encapsulación, el contenido en principio activo y el perfil de liberación del fármaco 
encapsulado son los principales parámetros que deben ser caracterizados una vez obtenidas 
las nanopartículas. En la tabla 4 se pueden observar las diferentes técnicas para la 
caracterización de estos sistemas. 
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Tabla 4. Técnicas utilizadas para la caracterización de nanopartículas 
Parámetro Técnica 
Tamaño de partícula Microscopía Electrónica de Barrido (SEM), Microscopía 
Electrónica de Transmisión (TEM), Microscopía 
Electrónica de Barrido Ambiental (ESEM), Microscopía de 
Fuerza Atómica (AFM), Espectroscopía de Correlación 
Fotónica (PCS) 
Carga superficial Electroforesis, anemometría laser doppler 
Eficiencia de encapsulación Espectrofotometría-ultravioleta, Cromatografía Liquida de 
Alta Eficacia (HPLC), Ensayo por Inmunoabsorción Ligado 
a Enzimas (ELISA) 
Cristalinidad Difractometría de Rayos X (XRD), Calorimetría Diferencial 
de Barrido (DSC) 
Análisis elemental Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Protón 
(H-NMR), Espectrofotometría Infrarroja de Transformada 
de Fourier (FTIR) 




2. OBJETIVOS 

Objetives 


2. OBJETIVES 
          Currently, non-toxic and biodegradable colloidal systems are of great importance in 
research, especially in the field of drug delivery, as these systems can direct a wide variety 
of molecules to various tissues where they are steadily released modulating their 
pharmacological activity. Another advantage of these systems is their small particle size or 
drop, which means that the drug reaches the target organ without affecting other organs, 
reducing their toxicity and preventing drug degradation. 
          For these above considerations, the main objective of this work is to develop  
controlled release systems (PLGA polymeric nanoparticles and nanoemulsions) loaded 
natural and synthetic compounds of pentacyclic triterpenes type (oleanolic and ursolic acid) 
with anti-inflammatory and cytotoxic activity for topical application (ocular and dermal). 
The project will fulfill these partial objectives: 
- Prepare a synthetic mixture of these pentacyclic triterpenes with the pure compounds to 
the same proportion as the natural mixture. 
- Develop and validate an analytical method by high-performance liquid chromatography 
(HPLC) to quantify the compounds. 
- Design, optimize and characterize nanostructured colloidal systems such as 
nanoemulsions and polymer nanoparticles loaded with natural and synthetic mixture of 
compounds triterpenoids. 
- Study the kinetic profile of such formulations in “in vitro” studies with artificial 
membranes. 
- Study the ability of transdermal in human skin and transcorneal in rabbit corneas 
penetration of these compounds in “ex vivo” studies of permeation. 
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- Determine potential toxic and irritating effects of these compounds on contact with the 
skin or eye, performing in vivo ocular and dermal irritation tests (by the Draize test) and in 
vitro eye irritation assay by the method of Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane 
(HET-CAM). 
- Analyze the anti-inflammatory efficacy of the compounds in "in vivo" models of topical 
inflammation. 
- Evaluate the cytotoxic activity of OA/UA in nanoemulsions in murine melanoma cell 
lines (B16). 
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3. RESULTADOS 
Los resultados derivados de la realización de este trabajo de investigación han dado lugar a 
cuatro artículos publicados en revistas científicas, los cuales se presentan a continuación 
acompañados de un breve resumen.  
Artículo 1. Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., García, M.L., 
Calpena, A.C., 2015. Development and validation of a high-performance liquid 
chromatography method for the quantification of ursolic/oleanic acids mixture isolated 
from Plumeria obtusa. J. Chromatogr. B. 983–984, 111–116. 
Artículo 2. Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., Calpena, 
A.C., García, M.L., 2015. Design and optimization of oleanolic/ursolic acid-loaded 
nanoplatforms for ocular anti-inflammatory applications. Nanomedicine: NBM. 11, 521-
530. 
Artículo 3. Alvarado, H.L., Abrego, G., Souto, E.B., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., 
García, M.L., Calpena, A.C., 2015. Nanoemulsions for dermal controlled release of 
oleanolic and ursolic acids: in vitro, ex vivo and in vivo characterization. Colloids Surf. B. 
130, 40–47. 
Artículo 4. Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., Calpena, 
A.C., García, M.L. Anticarcinogenic activity of natural pentacyclic triterpenes isolated 
from Plumeria obtusa against B16 melanoma cell line. J. Nanomater. (Artículo sometido). 
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Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., García, M.L., Calpena, A.C. 
Development and validation of a high-performance liquid chromatography method for the 
quantification of ursolic/oleanic acids mixture isolated from Plumeria obtusa. 
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3.1. Development and validation of a high-performance liquid chromatography 
method for the quantification of ursolic/oleanic acids mixture isolated from Plumeria 
obtusa. 
Resumen 
          En este trabajo se desarrolló y validó un método analítico por cromatografía líquida 
de alta eficacia (HPLC) para la cuantificación de la mezcla natural y sintética de los 
compuestos triterpenoides, acido oleanólico y ácido ursólico. 
          La mezcla natural de OA/UA fue extraída a partir del extracto metanólico de las 
hojas de P. obtusa, recolectadas en Calakmul, Campeche, México. A partir de la mezcla 
natural, se preparó una mezcla sintética con los compuestos puros a la misma proporción de 
la mezcla natural (10.6 ± 0.89% OA y 89.4 ± 0.86% UA). 
          La validación del método desarrollado se llevo a cabo de acuerdo con las directrices 
de la Conferencia Internacional de Armonización (ICH), evaluando la linealidad, 
selectividad, sensibilidad, exactitud y precisión. Se desarrollo un método lineal, selectivo, 
exacto y preciso en el rango de concentración de 3.62 – 116 µg/mL para la mezcla natural y 
de 6.25 – 200 µg/mL para la sintética, obteniendo ecuaciones de regresión y = 6230.7x – 
5553, r2= 0.9999 y y = 6196.2x − 2345.9, r2= 0.9999 para la mezcla natural y sintética, 
respectivamente. Los limites de cuantificación calculados fueron de 2.81 ± 0.65  µg/mL y 
4.14 ± 2.07  µg/mL y limites de detección de 0.93 ± 0.21 µg/mL y 1.37 ± 0.68  µg/mL para 
la mezcla natural y sintética respectivamente. 
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Artículo 2.
Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduño-Ramírez, M.L., Clares, B., Calpena, A.C., Garcia, M.L. 
Design and optimization of oleanolic/ursolic acid-loaded nanoplatforms for ocular anti-
inflammatory applications. 
Nanomedicine: Nanotechnology Biology and Medicine. 11 (2015) 521-530.
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3.2. Design and optimization of oleanolic/ursolic acid-loaded nanoplatforms for ocular 
anti-inflammatory applications. 
Resumen 
          Se diseñaron y optimizaron nanopartículas poliméricas de PLGA cargadas con la 
mezcla natural y sintética de OA/UA para administración oftálmica, por medio de la técnica 
de desplazamiento de solvente.  
          Se realizó un diseño factorial central rotatorio compuesto (23 + star), evaluando 3 
factores: concentración de OA/UA, concentración del tensioactivo (poloxamer, p188) y el 
valor de pH de la fase acuosa a 5 niveles diferentes. Se obtuvieron formulaciones con 
valores de tamaño de partícula entre 204.4 ± 1.18 y 234.8 ± 1.27 nm; potencial zeta entre -
7.60 ± 0.78 a -38.3 ± 0.81 mV; índice de polidispersidad entre 0.047 ± 0.014 y 0.104 ± 
0.025 y eficiencia de encapsulación de 54.55 ± 3.09 a 80.15 ± 0.62%. Se encontró que en el 
tamaño de partícula y el índice de polidispersidad ningún factor o interacción entre ellos, 
modifica estas respuestas. Mientras que el potencial zeta se ve afectado por la interacción 
entre la cantidad de P188 y el pH. La eficiencia de encapsulación se ve afectada por la 
cantidad de OA/UA y la interacción entre la cantidad de P188 y el pH. La formulación 
seleccionada para seguir los estudios posteriores fue: 1.0 mg/mL de OA/UA, 10.0 mg/mL 
P188 y valor pH de 5.5 para la fase acuosa.   
          Los termogramas del DSC mostraron que las mezclas natural y sintética exhiben un 
pico de fusión a los 264.14 °C y 285.42 °C respectivamente. El PLGA mostró un evento 
térmico a los 52.74 °C, correspondiente a la temperatura de transición vítrea (Tg) del 
polímero, mientras que el P188 mostro un pico a los 53.63 °C. Se pudo observar al analizar 
las nanopartículas cargadas con las mezclas, que el pico exhibido por los compuestos 
desaparece, sugiriendo ausencia de fármaco cristalino libre. Mientras que hay un 
incremento en la Tg del polímero y tensioactivo con picos a los 102.26 °C y 102.76 °C, 
también encontrándose este evento en el termograma de las nanopartículas blancas, ésto 
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podría ser debido a la interacción entre el polímero y el tensioactivo durante la evaporación 
del solvente al preparar estas formulaciones. 
          Estas formulaciones presentaron una viscosidad baja y un comportamiento 
Newtoniano, apropiado para estos sistemas. En los estudios de estabilidad física, no se 
encontró variación en los perfiles de retrodispersión (BS), considerando a las formulaciones 
desarrolladas, sistemas estables. Los compuestos mostraron una cinética de liberación 
ajustada a la ecuación de Weibull, indicando un mecanismo de liberación complejo. De 
acuerdo a los valores del estudio de permeación corneal, el fármaco ejerce un efecto local 
en la córnea, ya que hay mayor cantidad de fármaco retenida en esta área, que con respecto 
a la permeada. 
          Se evaluó la tolerancia ocular sin encontrar signos de irritación, esto fue reafirmado 
al realizar el ensayo de Draize, donde tampoco se detectaron signos de toxicidad o 
irritación ocular en el conejo. También se analizó la actividad antiinflamatoria en conejos, 
en el cual se vió una disminución en la inflamación ocular causada por la instilación de 
solución de araquidonato sódico. Encontrándose que después de los 150 minutos las 
nanopartículas de la mezcla natural mostraron un mayor efecto antiinflamatorio que las 
nanopartículas de la mezcla sintética. 
          Se desarrolló una formulación eficiente con adecuadas propiedades físicas y 
estabilidad física óptima. El fármaco encapsulado fue liberándose a una velocidad 
constante, teniendo la capacidad de permanecer más tiempo en la córnea, prolongando así 
el efecto deseado, viéndose además que las nanopartículas de la mezcla natural mostraron 
mayor acción. 
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Supplementary data 
Rheograms showing the shear stress (Pa) and the viscosity (Pa·s) of: (A) NM-OA/UA NPs, 
and (B) SM-OA/UA NPs.
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Backscattering (BS) profiles of: A) NPs of NM-OA/UA and B) NPs of SM-OA/UA as a 
function of sample height (nm) analyzed during 24 hours. 
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3.3. Nanoemulsions for dermal controlled release of oleanolic and ursolic acids: in 
vitro, ex vivo and in vivo characterization.  
Resumen 
          Se desarrollaron y caracterizaron nanoemulsiones conteniendo mezcla natural y 
sintética de triterpenos pentacíclicos antiinflamatorios para administración dérmica. Para el 
desarrollo de las nanoemulsiones se construyó un diagrama pseudo-ternario de fases, donde 
en primer lugar se probó la solubilidad de los compuestos triterpenoides en diferentes 
aceites, tensioactivos y co-tensioactivos. Fueron seleccionados los que presentaron mejor 
solubilidad, no tóxicos o irritantes y de mayor y fácil accesibilidad, estos fueron el aceite de 
castor como fase oleosa; labrasol como tensioactivo; transcutol-p como co-tensioactivo y 
propilenglicol como fase acuosa. La fase oleosa, fase acuosa y Smix (mezcla de 
tensioactivo/co-tensioactivo) son los componentes de cada lado del diagrama. Se probaron 
6 diferentes ratios de Smix, por cada diagrama se elaboraron 9 diferentes combinaciones del 
aceite y un ratio especifico de Smix. Los diagramas de fase oleosa, acuosa y Smix se 
desarrollaron usando el método de titulación acuosa. Se seleccionó la nanoemulsión con las 
mejores propiedades físicas (tamaño de gota pequeño y bajo índice de polidispersidad). La 
formulación seleccionada a seguir con los ensayos fue la que estaba formada por 20% de 
aceite de castor, 20% propilenglicol, 59.80% de Smix con ratio 4:1 (47.82% de labrasol y 
11.96% de transcutol-p) y 0.2% de las mezclas de OA/UA. 
          Se obtuvieron valores de tamaño de gota entre 200.95 y 590.54 nm e índice de 
polidispersidad entre 0.252 a 0.734 para la mezcla natural y valores de tamaño de gota entre 
139,70 y 450.89 nm e índice de polidispersidad entre 0.185 a 0.664 para la mezcla sintética. 
Se pudo observar que el tamaño de gota se vió afectado por la concentración de la fase 
oleosa, donde al incrementar el porcentaje de aceite, aumentaba el tamaño; por otro lado, la 
concentración de Smix tuvo el efecto contrario, donde al incrementar el porcentaje de Smix, 
el tamaño de gota disminuyó, el índice de polidispersidad tuvo los mismos efectos que en el 
tamaño de gota en ambas mezclas. Las nanoemulsiones mostraron valores bajos de 
viscosidad y un comportamiento Newtoniano en ambas formulaciones. 
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          Con respecto a la estabilidad física, no hay presencia de cambios en los perfiles de 
transmitancia. Los compuestos mostraron un perfil cinético de liberación ajustado al 
modelo de Korsmeyer-Peppas, donde el parámetro “n” de esta ecuación nos indicó que hay 
una difusión no Fickiana o anómala. Se puede observar que no hay cambios significativos 
entre ambas mezclas. 
          En el estudio de permeación se pudo apreciar que hay diferencias a las primeras 4 
horas del estudio entre ambas formulaciones, donde hay mayor cantidad permeada de la 
mezcla sintética en comparación con la mezcla natural, esto puede ser atribuido a la 
afinidad de los triterpenos con los componentes de la nanoemulsion. La cantidad retenida 
en la piel fue mayor que en capas más profundas, demostrando que los sistemas son 
apropiados para un efecto local. Se evaluó el ensayo de irritación dérmica primaria en el 
torso de conejos, donde se obtuvieron valores considerando los productos no tóxicos y 
seguros para aplicación dérmica. También se evaluó la actividad antiinflamatoria en oreja 
de ratón donde se observo que la mezcla natural mostro una inhibición del 76.19 ± 1.59%, 
más del doble que la mezcla sintética (33.86 ± 1.83%), esto puede ser a que hay más 
cantidad retenida en la oreja de ratón de la mezcla natural  y a su vez esta mezcla puede 
tener más componentes con actividad antiinflamatoria que potencie el efecto. 
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3.4. Anticarcinogenic activity of natural pentacyclic triterpenes isolated from 
Plumeria obtusa against B16 melanoma cell line.  
Resumen 
           En este trabajo se evaluó la actividad anticancerígena de la mezcla natural de los  
triterpenos OA/UA vehiculizada en nanoemulsiones, en la línea celular de melanoma 
murino B16. Estos triterpenos tienen muchas actividades farmacológicas entre ellas 
antiinflamatoria, anticancerígena, antifúngica, antioxidante, etc. En estudios previos se han 
reportado que OA/UA tienen efectos notables antitumorales y actividad citotóxica en varios 
tipos de líneas celulares como cáncer de colon, pecho, hepático, cervical, gástrico, 
pulmonar, etc. Estos compuestos además de atacar a las células tumorales por inducción de 
apoptosis, también modulan el entorno del tumor presentando efectos antioxidantes, 
antiangiogénicos, antiinflamatorios, así como la mejora en la diferenciación celular. La 
eficacia de cada compuesto individual puede diferir con respecto a las diversas actividades, 
por lo que la combinación de estas sustancias podría tener un beneficio con el fin de tratar 
el cáncer desde diferentes ángulos en las estrategias modernas de cáncer. A pesar de que se 
han estudiado diversas líneas celulares, hay muy pocos estudios sobre estos triterpenos que 
actúen sobre la línea celular de melanoma, el cáncer de piel más agresivo, que se origina en 
los melanocitos, en el estrato basal de la epidermis. 
          Este ensayo se realizó con el método de tinción de sulforodamina B (SRB). Las 
células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM con antibióticos y suero de bovino 
fetal, bajo las condiciones de 37 °C a una atmosfera del 5% de CO2. La nanoemulsión de la 
mezcla natural, la mezcla natural pura y la nanoemulsión blanca, se ensayaron en 6 
diferentes concentraciones (1, 5, 10, 20, 30 y 40 µM) a dos tiempos de exposición (48 y 72 
horas). 
          Se observó que a las 48 horas de exposición, la mezcla natural pura no mostró 
cambios significativos en la viabilidad celular en las primeras concentraciones, sin embargo 
a partir de los 30 µM hay una disminución en la viabilidad (3%). La nanoemulsión de la 
mezcla natural no mostró cambio en la primera concentración de 1 µM, pero a los 5 µM 
Resultados 


hay una reducción hasta del 38% en la supervivencia celular y a partir de los 10 µM, una 
disminución hasta un 4%. Se pudo observar también que la nanoemulsion blanca presenta 
una acción anticancerígena a partir de los 5 µM. Ejerciendo una acción sinérgica a los 
componentes, esto puede ser debido a los componentes de la formulación, en especial al 
aceite de castor, el cual ha sido altamente usado en tratamiento de fármacos oncológicos 
como medio de administración, además de presentar un efecto supresor sobre algunos 
tumores, aunque hay muy poca evidencia científica de esta acción. A las 72 horas de 
exposición se pudo observar un comportamiento similar al visto a las 48 horas.  
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Anticarcinogenic activity of natural pentacyclic triterpenes isolated from Plumeria 
obtusa against B16 melanoma cell line.  
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Abstract 
The aim of this present work was to study the anticarcinogenic activity of these triterpene 
compounds isolated from the plant Plumeria obtusa from nanostructured emulsions on B16 
murine melanoma cell line. The assay was performed using the sulforhodamine-B (SRB) 
method. Cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with antibiotics 
and fetal bovine serum under conditions of 37 °C and an atmosphere of 5% CO2. NM-
OA/UA NEm, NM-OA/UA in DMSO and blank NEm, were tested in 6 different 
concentrations (1, 5, 10, 20, 30 and 40 M) at two exposure times (48 and 72 hours). It was 
observed that after 48 hours exposure, NM-OA/UA showed no significant change in cell 
survival in the first concentrations, however from 30 M there is a decrease in cell survival. 
NM-OA/UA NEm showed no changes in the first concentration of 1 M, but at 5 M there 
is a reduction of up to 38% of survival and from 10 M a decrease up to 4%. Also, it was 
observed that blank nanoemulsion has an anticancer action from the concentration of 5 M. 
Exerting a synergistic action to the triterpenoid components, this may be due to the 
components of the formulation, especially castor oil, which has been highly used in 
treatment of cancer drugs as an excipient, in addition to having a suppressive effect on 
some tumors. After 72 hours of exposure was observed a similar behavior that seen at 48 
hours. 
Keywords 
Oleanolic acid; ursolic acid; nanoemulsion; melanoma; sulforhodamine-B method. 
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1. Introduction 
The pentacyclic triterpenes are an important class of natural products present in many 
medicinal plants, which are similar in their biogenesis to steroids in the cyclization of 
squalene, widely studied due to its multiple pharmacological activities [1]. The pentacyclic 
triterpenes used for this research have oleanane and ursane base structures which are 
oleanolic acid (OA) (3-3-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid) and its isomer ursolic acid 
(UA) (3-3-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid), these compounds found in food, medicinal 
herbs and various other natural plants in the form of free acid or aglycones for triterpenoid 
saponins [2]. These triterpenoids are of interest as therapeutics and their biological 
activities are rather similar considering the closeness of their chemical structures, including 
antiinflammatory, anticancerous, antifungal, hepatoprotective, antioxidant, antimicrobial, 
activity, among others [3]. Previous studies have shown that these triterpenes has marked 
anti-tumor effects and cytotoxic activity toward various types of cancer cell lines in vitro, 
as human colon carcinoma (HCT15) [4], breast carcinoma (MCF-7), human hepatic 
carcinoma cells (HepG2) [5], human cervical carcinoma cells (HeLa) [6], human gastric 
cancer cells (BGC-823), human neuroblastoma cells (SH-SY5Y), human embryonic lung 
fibroblast (HELF) [7], leukemia carcinoma (HL-60), human erythroleukemia (K562) [8,9], 
human lung cancer cells (A549, H3255) [10, 11], human liver cancer cell (HepG2, Hep3B, 
Huh7 and HA22T) [12], etc. These compounds besides targeting tumour cells by induction 
of apoptosis, they also modulate the tumour environment displaying antiangiogenic, anti-
inflammatory as well as antioxidant effects and enhancing cell differentiation. The efficacy 
of each single compound might differ with respect to the various activities, so the 
combination of these substances might have a benefit in order to treat cancer from different 
angles in modern cancer strategies [13]. Despite being extensively studied on various cell 
lines, there are very few studies of these triterpenes acting on melanoma cell line, the most 
dangerous form of skin cancer, these cancerous growths develop when unrepaired DNA 
damage to skin cells (most often caused by ultraviolet radiation from sunshine or tanning 
beds) triggers mutations (genetic defects) that lead the skin cells to multiply rapidly and 
form malignant tumors. These tumors originate in the pigment-producing melanocytes in 
the basal layer of the epidermis [14]. In accordance with American Cancer Society the 
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melanoma accounts for less than 2% of all skin cancer cases, but the vast majority of skin 
cancer deaths. Melanoma incidence rates have been increasing for at least 30 years. From 
2006 to 2010, incidence rates among whites increased by 2.7% per year and an estimated 
76,100 new cases of melanoma will be diagnosed in 2014 with an estimated 9,710 deaths 
[15]. A panel of treatments ranges from surgeries to immunotherapies but without efficient 
results on metastases appearing in latter stages of the most aggressive cancers [16]. 
Therefore the aim of this work is to study the anticarcinogenic activity of these triterpene 
compounds isolated from the plant Plumeria obtusa from nanostructured emulsions on B16 
murine melanoma cell line. 
2. Materials and Methods 
2.1. Chemicals and Reagents 
The reference compounds, OA (	97%), UA (	90%) and castor oil were purchased from 
Sigma-Aldrich Chemie (Madrid, Spain). Caprylocaproyl macrogol-8 glycerides EP 
(Labrasol®), highly purified diethylene glycol monoethyl ether EP/NF (Transcutol® P) were 
a gift from Gattefossé (Saint-Priest Cedex, France). Propylene glycol was obtained from 
Panreac (Barcelona, Spain). The purified water used in all experiments was obtained from a 
MilliQ Plus System, lab supplied. All other chemicals and reagent used in the study were of 
analytical or HPLC-grade (Fisher Chemical, UK). 
2.2. Plant material and insulation of the pentacyclic triterpenes 
Natural mixture (NM-OA/UA) was isolated from the methanol extract of leaves of P. 
obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Griseb.) Woodson (Apocynaceae), collected in 
Calakmul, Campeche, Mexico [17], by the process of column chromatography under 
reduced pressure, eluted with a system of increasing polarity (mixtures of hexane/ethyl 
acetate). Fraction POLHC-1OA was obtained in a system chromatography elution from 
50:50 hexane/ethyl acetate, 303.3 mg were isolated as a white amorphous powder, with a 
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melting point of 248-260 °C and a retention factor, Rf of 0.63 (6:4, hexane: acetone), with a 
purity of 58%. 
2.3. Preparation of nanoemulsion 
To select the composition and determine the area of the existence of a nanoemulsion 
(NEm), the construction of a pseudo-ternary phase diagram was performed. It was selected 
from several oil, aqueous phases, surfactants and co-surfactants, those with better 
characteristics for formulation, such as highest solubility of the triterpenic components, not 
be toxic or irritating to the skin, among others. Castor oil as the oil phase, Labrasol as the 
surfactant, Transcutol-P as co-surfactant and propylene glycol as the aqueous phase were 
chosen. Various ratios of the combination of surfactant/co-surfactant (Smix) (4:1, 3:1, 2:1, 
1:1, 1:2 and 1:4 w/w) were tested. Then nine different combinations of oil and a specific 
Smix ratio were mixed thoroughly in different weight ratios (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 
8:2 and 9:1 w/w) in different glass vials, to covered the maximum ratios for the study to 
delineate the boundaries of phase precisely formed in the phase diagrams. Pseudo ternary 
phase diagrams of oil, Smix and aqueous phase were developed using the aqueous titration 
method. The diagram of the mixture of 4 parts of labrasol by 1 part of transcutol-p (Smix
4:1) was the one which had higher area of nanoemulsion. From this diagram several points 
were taken, selecting the one that presented the best physicochemical characteristics. The 
nanoemulsion chosen consisted of 20% of propylene glycol, 20% of castor oil, 59.80% of 
Smix with ratio 4:1 (47.84% of labrasol with 11.96% of transcutol-P) and 0.2% of NM-
OA/UA (Fig. 1) [18]. 
Figure 1. Pseudo-ternary phase diagram of Castor oil–Labrasol/Transcutol P–Propylene 
glycol formulations. Regions in grey color indicate the nanoemulsion region. 
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2.4. Droplet size measurement 
Droplet size measurement and polydispersity index (width of size distribution) of the 
nanoemulsion were determined through dynamic light scattering (DLS), a non-invasive, 
well established technique for measuring the size of molecules and particles typically in the 
submicron region, which analyzes the fluctuations in light scattering due to Brownian 
motion of the particles, a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) was used 
for this purpose. The samples were measured directly without previous dilution. All 
measurements were carried out at 25°C at a 90° angle, using disposable polystyrene cells. 
Values were obtained by the mean and standard deviation of 3 measurements for each 
formulation. 
2.5. Rheological studies
  
The viscosity of the formulation (20 g) was determined as such without dilution at 25°C 
using Thermo Scientific, Haake Rheo Stress 1 rheometer (Haake, Kalsruhe, Germany) with 
cone rotor C60/2-Ti (60 mm diameter, 2° angle). The shear rate ramp program included: 
ramp-up period: from 0 to 100 s-1 in 3 min; constant shear rate period: 100 s-1 during 1 min; 
ramp-down period: from 100 to 0 s-1 in 3 min. The software used for the calculations was 
Haake RheoWin® Data Manager V 3.3. The measurements were performed in duplicate. 
2.6. Stability studies 
To evaluate the long-term physical stability of the nanoemulsion was employed the 
equipment Turbiscan Lab® Expert (Formulaction, France) technique which uses multiple 
light scattering measurement to detect and determine destabilization phenomena suffering 
concentrated dispersions over time. The sample (20 mL) was placed in a cylindric glass 
tube. The detection head was composed of a pulsed near-infrared light source (
IR = 880 
nm) and two synchronous detectors: transmission (T) for transparent/translucent samples 
and backscattering (BS) for opaque samples. The T detector receives the light which 
crosses the sample (at 180° from the incident beam), while the BS detector receives the 
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light scattered backwards by the sample (at 45° from the incident beam) [19, 20]. Readings 
were taken at 1, 7, 15 and 30 days after the preparation of the formulation at room 
temperature for 24 hours.
2.7. In vitro proliferation studies 
NM-OA/UA and nanoemulsion loaded with natural mixture (NM-OA/UA NEm) were 
tested in B16 melanoma cell line (American Type Culture Collection, USA). Cells were 
grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma–Aldrich Chemical Co., 
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin and 
streptomycin). When the culture reached confluence, cells were seeded in 96-well plates (5 
× 103 cells per well) and incubated for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere containing 
5% CO2. Afterwards, nanoemulsion and free compound were added in a concentration 
range between 1–40µM, and cells were incubated for 48 and 72 h. Control culture 
represented cells without treatment. In addition, cultures with blank nanoemulsion (Blank-
NEm) and DMSO were used as an internal control. Cytotoxicity was determined using the 
sulforhodamine-B (SRB) method. Briefly, the cells were fixed with 10% trichloroacetic 
acid for 20 min at 4°C and washed three times with water. After 24 hours cells were stained 
for 30 min at room temperature with 0.4% SRB dissolved in 1% acetic acid and then 
washed three times with 1% acetic acid. The plates were air-dried and the dye was 
solubilized with 300 µl/well of 10 mM Tris base (pH 10.5) for 10 min on a shaker. The 
optical density of each well was measured spectrophotometrically using a Titertekmultiscan 
colorimeter (Flow, Irvine, California) at 492 nm.  
2.8. Statistical analysis 
The SPSS Statistics v20.0.0 software package (SPSS, USA) was used in the statistical 
analysis. Data were reported as mean ± standard deviation (SD) for six replicates (n = 6) 
and subjected to analysis of variance (ANOVA). Differences among means were 
determined by the Tukey's Multiple Comparison Test with significance defined at p < 0.05. 
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3. Results 
3.1. Characterization of nanoemulsion  
NM-OA/UA NEm showed a monophasic appearance, optically transparent and slightly 
yellowish in color, with spherical droplets (Fig. 2). The determination of droplet size of 
nanoemulsion was performed with the DLS technique. Obtaining a droplet size of 198.95 ± 
21.34 nm and polydispersity index 0.252 ± 0.053. The nanoemulsion had low viscosity, 
main feature of this type of formulation, as this property is very important for stability and 
efficient drug release, the value of viscosity at 100 s-1 was 51.97 ± 4.57 mPa·s, presenting a 
Newtonian fluid behavior. Fig. 3 shown the spectra of shear stress (Pa), and the viscosity 
(Pa·s). 
Figure 2. Nanoemulsion of NM-OA/UA  
Figure 3. Rheogram of NM-OA/UA NEm, showing the shear stress (Pa) (red line) and the 
viscosity (Pa⋅s) (blue line). 
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3.2. Stability studies 
To evaluate the long-term physical stability of the nanoemulsion was employed the 
technique of multiple light scattering measurement to detect and determine destabilization 
phenomena like coalescence, flocculation, sedimentation, creaming, etc. The phenomenon 
of sedimentation (migration of the particles) occurs when there a transmittance decrease vs. 
time at the bottom of the sample. When this change occurs in the top, it is because the 
sample suffers a creaming process. When a transmittance decrease vs. time is observed 
over the whole height of the sample, is due to the droplet size variation (flocculation or 
coalescence process) [21]. Fig. 4 shows the transmission profile of the nanoemulsion, at 1, 
7, 15 and 30 days postproduction. The left side of the profile corresponds to the bottom of 
the vial, whereas the right side corresponds to the sample behaviour on the top of the vial. 
As can be seen in the profile, there is no presence of such phenomena, the slight changes in 
the bottom and top is due by the meniscus that the sample forms in contact with the glass.  
Figure 4. Transmission (T) profile of NM-OA/UA NEm.  
3.3. In vitro proliferation studies on B-16 melanoma cell line  
The effect of NM-OA/UA, NM-OA/UA NEm on B16 melanoma cell line at 48 and 72 
hours of exposure are presented in Figure 5. As shown in graph of 48 hours of exposure, 
the NM-OA/UA shows no significant statistical changes in cell viability in the first 
concentrations (1-20 µM), however at 30 µM there is a decrease to 3% of cell survival. The 
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NM-OA/UA NEm not present changes to the concentration of 1 µM, but at 5 µM there is a 
reduction of 38% and from 10 µM a decrease of 4% cell survival. The formulation showing 
a better action with respect to the free compound. Although one can observe that the blank 
nanoemulsion also has an effect on the cell line, decreasing the viability from 5 µM from 
47 to 3%, exerting a synergistic action with the natural compounds, this may be due to the 
components of the formulation mainly to castor oil, which has been highly used as a way to 
deliver chemotherapy drugs to cancerous tumors and has a suppressive effect on some 
tumors [22, 23], although there is a few scientific evidence to support this action.  
At 72 hours of exposure it can observe a similar behavior at 48 hours. DMSO studies 
indicated no cytotoxicity at the used concentrations and times, indicating no interference of 
the solubilizing agent. 
Resultados 


Figure 5. Effect of NM-OA/UA, NM-OA/UA NEm and blank NEm on B-16 murino 
melanoma cells viability (n = 6) after 48 h (A) and 72 h (B) of exposure. p < 0.05 for a: 
control, b: NM-OA/UA, c: NM-OA/UA NEm and d: blank NEm. 
These natural triterpene compounds were shown to have anticarcinogenic activity against 
B16 murine melanoma cell line, with an IC50 between 20 and 30 µM, however to be 
incorporated into the nanoemulsion, there is a better action at lower concentrations, 
obtaining an IC50 between 5 and 10 µM for the formulation. 
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4. DISCUSIÓN  
          El presente trabajo trata sobre el diseño, optimización y caracterización de sistemas 
nanoestructurados de liberación prolongada, tales como nanopartículas poliméricas (NPs) y 
nanoemulsiones (NEm), conteniendo mezclas natural y sintética de triterpenos 
pentacíclicos, acido oleanólico (OA) y acido ursólico (UA), con actividad antiinflamatoria, 
para administración ocular y dérmica. 
          El ácido oleanólico y su isómero el ácido ursólico son triterpenos pentacíclicos que 
existen ampliamente en las plantas naturales en forma de acido libre o aglicona de 
saponinas triterpenoides y constituyen una parte integral de la dieta humana. Estos 
compuestos triterpenoides son de gran interés como agentes terapéuticos y sus actividades 
biológicas son bastantes similares por la proximidad de sus estructuras químicas, 
exhibiendo actividad antiinflamatoria, anticancerígena, antioxidante, hepatoprotectora, 
antimicrobiana, etc., lo que los convierte en candidatos idóneos para su utilización en 
medicina (Liu, 1995). 
          La mezcla natural (NM-OA/UA) con que se trabajó, se aisló del extracto metanólico 
de las hojas de la planta de Plumeria obtusa (recolectadas en Calakmul, Campeche, 
México), por medio del proceso de cromatografía en columna a presión reducida, 
empleando sílica gel FH254 como soporte de la cromatografía. A partir de las proporciones 
de cada acido triterpenoide de esta mezcla, se realizó una mezcla sintética (SM-OA/UA) 
con los componentes individuales, para la evaluación y comparación de ambas. Los 
porcentajes se calcularon como la media de las superficies truncadas de diferentes muestras 
naturales, resultando en 10.6 ± 0.89% de OA y 89.4 ± 0.86% de UA. 
          Para la cuantificación de estos compuestos, se desarrolló y validó un método por 
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). El equipo y las condiciones cromatográficas 
que se utilizaron fueron: columna analítica Kromasil C18 100 (250 mm x 4.6 mm, 5 µm, 
Teknokroma), fase móvil de acetonitrilo-agua (85:15 v/v), a un flujo de 1.0 mL/min, con un 
volumen de inyección de 10 µL. Los compuestos se detectaron a una longitud de onda de 
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210 nm, realizando las determinaciones a temperatura ambiente y en régimen de flujo 
isocrático. Los picos de los compuestos aparecieron aproximadamente a los 14.3 minutos 
para el OA y a los 14.9 minutos para el UA (Figura 2, artículo 1). Las curvas de calibración 
ensayadas fueron preparadas a partir de la solución madre de 1.0 mg/mL, disolviendo la 
cantidad apropiada de los compuestos en etanol-agua (7:3 v/v), a partir de ésta se realizaron 
las siguientes disoluciones, 3.62, 7.25, 14.5, 29, 58 y 116 µg/mL para NM-OA/UA y 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 y 200 µg/mL para SM-OA/UA.La validación del método desarrollado se 
llevó a cabo de acuerdo con las directrices de la Conferencia Internacional de 
Armonización (ICH), evaluando la linealidad, selectividad, sensibilidad, exactitud y 
precisión. La linealidad se determinó preparando 6 curvas de calibración, obteniéndose 
ecuaciones de regresión y = 6230.7x – 5553, r2= 0.9999 e y = 6196.2x − 2345.9, r2= 0.9999 
para NM-OA/UA y SM-OA/UA respectivamente. La exactitud y precisión del método se 
realizó intra-día e inter-día, consiguiendo valores dentro del rango establecido (± 2%) 
(Tabla 1, artículo 1). Se obtuvieron límites de cuantificación de 2.81 ± 0.65  µg/mL y 4.14 
± 2.07  µg/mL y límites de detección de 0.93 ± 0.21 µg/mL y 1.37 ± 0.68  µg/mL para NM-
OA/UA y SM-OA/UA, respectivamente. 
     
          Las NPs desarrolladas se elaboraron a partir de copolímeros de PLGA con ratio 
molar de 75/25, por el método de desplazamiento de solvente (Fessi, et al. 1989), esta 
técnica consiste en la emulsificación de una solución orgánica que contiene el polímero y 
fármaco disueltos en acetona añadiéndose a una fase acuosa que contiene el tensioactivo, el 
cual proporciona estabilidad al sistema, bajo agitación magnética, seguida de la 
evaporación del disolvente orgánico mediante presión reducida (Rocha Formiga, et al. 
2009). Para la optimización de estas nanopartículas se realizó un diseño factorial rotatorio 
central compuesto (23 + star), donde se evaluaron tres factores: la concentración de 
OA/UA, concentración del tensioactivo (Poloxamer, P188) y el valor de pH de la fase 
acuosa a 5 diferentes niveles, con el fin de evaluar el efecto de estas variables, así como 
posibles interacciones entre ellas en el tamaño de partícula, índice de polidispersidad (PI), 
potencial zeta (ZP) y eficiencia de encapsulación (EE) (Tabla 2, artículo 2). Con el análisis 
de la varianza (ANOVA) (Tabla 5) se pudo observar que ninguno de estos factores tuvo 
efecto significativo sobre el tamaño de partícula y PI. Obteniéndose tamaños entre 204.4 ± 
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1.18 y 234.8 ± 1.27 nm, y valores de PI entre 0.047 ± 0.013 y 0.104 ± 0.025, estos 
resultados de PI inferiores a 0.1 indican un sistema monodisperso. Mientras que el ZP se 
vio afectado por la interacción entre la concentración del poloxamer con el pH de la fase 
acuosa, dando un efecto positivo (+11.53 mV), donde se pudo observar que al incrementar 
la concentración del P188 a valores bajos de pH, el valor de ZP disminuyó (Figura 1A, 
artículo 2). Los valores de ZP oscilaron entre -38.3 ± 0.81 y -7.60 ± 0.78 mV. La eficiencia 
de encapsulación se vio afectada por la concentración del fármaco, que presentó un efecto 
negativo (-10.76%), y por la interacción entre la concentración del poloxamer con el pH    
(-8.57%), donde al incrementar la concentración del P188 a valores de pH bajos, la EE 
aumentaba (Figura 1B, artículo 2), se obtuvieron valores de EE entre 54.55 ± 3.09 y 80.15 
± 0.62%. La formulación que se seleccionó para seguir con los estudios fue con los valores 
centrales: 1.0 mg/mL de OA/UA, 10.0 mg/mL de P188 y valor pH de 5.5 para la fase 
acuosa.   
Tabla 5. Análisis estadístico de ANOVA de tamaño de partícula, PI, ZP y EE del diseño 
factorial 
Factores evaluados y 
sus interacciones 
Valor de p
Tamaño de 
partícula 
PI ZP EE
A: cOA/UA 0.6623 0.2834 0.4702 0.0040*
B: cP188 0.2122 0,9763 0.2351 0.7009
C: pH 0.0837 0.4669 0.0666 0.0696
AB 0.4141 0.8079 0.5902 0.5885
AC 0.8241 0.6984 0.6267 0.2550
BC 0.1918 0.7707 0.0409* 0.0329*
* Diferencias significativas valor de p < 0.05 
          Para la determinación del tamaño de partícula, PI, se empleo la técnica de dispersión 
dinámica de luz (DLS) o conocida también como espectroscopía de correlación de fotones 
(PCS), dichos resultados fueron corroborados por la técnica de microscopía electrónica de 
transmisión (TEM) (Figura 2, artículo 2), donde se observó la forma esférica de las 
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partículas con un tamaño alrededor de 200 nm en ambas mezclas de triterpenos, tamaño 
adecuado para la aplicación ocular. 
          Los termogramas de la calorimetría diferencial de barrido (DSC) (Figura 3, artículo 
2) mostraron que NM-OA/UA y SM-OA/UA exhibieron un pico de fusión a los 264.14 °C 
y 285.42 °C respectivamente. El termograma del PLGA mostró un evento térmico a los 
52.74 °C, correspondiente a la temperatura de transición vítrea (Tg) del polímero, mientras 
que el P188 mostró un pico a los 53.63 °C. Se pudo observar al analizar las nanopartículas 
cargadas con las mezclas, que el pico exhibido por los compuestos desaparece, sugiriendo 
ausencia de fármaco cristalino libre. Se constato, así mismo, que hay un incremento en la 
Tg del polímero y tensioactivo con picos a los 102.26 °C y 102.76 °C, encontrándose 
también este evento en el termograma de las nanopartículas blancas. Esto podría ser debido 
a la interacción entre el polímero y el tensioactivo durante la evaporación del solvente al 
preparar estas formulaciones, ya que la movilidad de las cadenas del PLGA en su estado 
vítreo depende de la interacción del polímero con los otros componentes de la formulación, 
tales como los fármacos, aditivos o tensioactivos (Bouissou, et al. 2006). 
          Para el desarrollo de las nanoemulsiones se construyó un diagrama pseudo-ternario 
de fases, para determinar el área existente de la NEm, donde en primer lugar se probó la 
solubilidad de los compuestos triterpenoides en diferentes aceites, tensioactivos y co-
tensioactivos (Tabla 1, artículo 3). Fueron seleccionados los que presentaron mayor 
solubilidad, no tóxicos o irritantes para la piel y de mayor y fácil accesibilidad, estos fueron 
el aceite de castor como fase oleosa; labrasol como tensioactivo; transcutol-p como co-
tensioactivo y propilenglicol como fase acuosa, evitando el uso de agua, debido a la 
insolubilidad de los compuestos en esta. Conformando estas tres fases cada lado del 
diagrama. Se probaron diferentes ratios de Smix  (mezcla del tensioactivo:co-tensioactivo) 
(4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 y 1:4 p/p) (Figura 1, artículo 3). Por cada diagrama se elaboraron 9 
diferentes combinaciones del aceite y un ratio especifico de Smix (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 
7:3, 8:2, y 9:1 p/p). Los diagramas de fase oleosa, acuosa y Smix se desarrollaron usando el 
método de titulación acuosa. Para seleccionar la NEm adecuada, se eligió el diagrama que 
presentó mayor área de existencia de la NEm, el cual fue el diagrama con ratio de Smix 4:1 
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(4 partes de labrasol por 1 de transcutol-p), se tomaron varios puntos de este diagrama y se 
evaluó su apariencia física, el tamaño de gota y el PI (Tabla 2, artículo 3), seleccionando la 
formulación con apariencia monofásica, menor tamaño de gota y menor PI. La formulación 
seleccionada para con los ensayos posteriores fue la que estaba formada por 20% de aceite 
de castor, 20% propilenglicol, 59.80% de Smix con ratio 4:1 (47.82% de labrasol y 11.96% 
de transcutol-p) y 0.2% de las mezclas de OA/UA. 
          Ambas NEm (NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm) mostraron una apariencia 
monofásica, ópticamente transparentes y ligeramente de color amarillo. El tamaño de gota y 
PI se determinó al igual que en las NPs con DLS, se obtuvieron valores de tamaño de gota 
entre 200.95 y 590.54 nm e índice de polidispersidad entre 0.252 a 0.734 para NM-OA/UA 
NEm y tamaños de gota entre 139,70 y 450.89 nm e índice de polidispersidad entre 0.185 a 
0.664 para SM-OA/UA NEm. Este tamaño de gota se atribuyó a la alta masa molar de los 
compuestos triterpénicos (456,7 g/mol), además de su estructura compleja y afinidad de 
estos compuestos a los componentes de la nanoemulsión. Se pudo observar que el tamaño 
de gota se vio afectado por la concentración de la fase oleosa, donde al incrementar el 
porcentaje de aceite, aumentaba el tamaño de gota; por otro lado, la concentración de Smix
tuvo el efecto contrario, disminuyendo el tamaño de gota al incrementar el porcentaje de 
Smix. El índice de polidispersidad tuvo los mismos efectos que en el tamaño de gota en 
ambas mezclas (Tabla 2, artículo 3). Al igual que en las NPs, el tamaño obtenido por la 
técnica de PCS se corroboró con el TEM, donde se pudo observar la similitud en los 
valores obtenidos.  
          Las formulaciones se sometieron a un estudio de viscosidad, ya que este parámetro 
influye en la estabilidad a largo plazo de las partículas y gotas (Eros y Thaleb, 1994), así 
como en la liberación eficaz del fármaco. Los valores de viscosidad a 100 s-1 fueron 2.5 ± 
0.5 y 1.3 ± 0.08 mPas para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA NPs respectivamente, 
presentando un comportamiento Newtoniano. Estos valores bajos de viscosidad obtenidos 
permiten una filtración estéril y una fácil dispensación como gotas para los ojos, mientras 
que el comportamiento Newtoniano asegura que el parpadeo no debe tener ningún efecto 
sobre la viscosidad (Fialho y da Silva-Cunha, 2004). Para las NEm, los valores obtenidos 
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fueron 51.97 ± 4.57 y 55.33 ± 0,28 mPas para NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm, 
respectivamente, ambas siguiendo un comportamiento Newtoniano también. Valores bajos 
de viscosidad son una principal característica de las NEm (Solans, et al. 2005). Los valores 
de viscosidad de las NEm son mayores en comparación a los de las NPs, debido a los 
componentes de la NEm, especialmente la fase oleosa. 
          Uno de los parámetros más importantes a evaluar en los sistemas coloidales es su 
estabilidad física a largo plazo, ya que controla la validez y las condiciones de 
almacenamiento requeridas. Para evaluar la estabilidad se utilizó el TurbiscanLab®, 
analizador óptico usado para evaluar fenómenos de desestabilización (coalescencia, 
floculación, sedimentación, cremado, etc.) antes que el ojo humano y que otros métodos 
clásicos como la microscopía, espectroscopía y análisis de tamaño de partícula puedan 
detectarlos. Se considera que es un instrumento capaz de predecir la estabilidad a largo 
plazo. Este tiene dos detectores sincrónicos: de transmisión (T) para muestras 
transparentes/translúcidos como en el caso de las NEm y de retrodispersión o 
backscattering (BS) para las muestras opacas, para las NPs. Cuando se produce el 
fenómeno de sedimentación (migración de las partículas) la señal de transmisión o 
retrodispersión decrece en el tiempo en la parte baja de la muestra (lado izquierdo del 
perfil). Cuando este cambio ocurre en la parte superior de la muestra (lado derecho del 
perfil), se produce el fenómeno de cremado o creaming. Cuando la transmitancia o 
retrodispersión decrece en el tiempo a lo largo de toda la muestra, es debido a la variación 
del tamaño de partícula o gota (floculación o coalescencia) (González-Mira, et al. 2011). 
Si las señales presentan una desviación menor o igual a ± 2%, puede considerarse que no 
habrá diferencias significativas del tamaño de partícula o gota, mientras que variaciones 
mayores de un ±10% indican inestabilidad de las formulaciones. Se realizaron mediciones a 
los 0, 7, 15 y 30 días después de la elaboración, para las NPs y 1, 7, 15 y 30 días para las 
NEm, en ninguna de las formulaciones se presentó algún cambio significativo en los 
perfiles de barrido de BS y T, exhibiendo una señal contínua a lo largo de la muestra. Las 
ligeras variaciones que se pueden observar en la parte superior de la muestra para las NPs y 
NEm, y en la parte inferior para las NEm,  se atribuyen a los meniscos que forman las 
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muestras al estar en contacto con las paredes del vial. Por lo que las formulaciones 
optimizadas se consideran sistemas estables.  
          En paralelo también se evaluó la estabilidad de almacenamiento a temperatura 
ambiente (25°C) y temperatura de refrigeración (4°C) por 180 días a las NPs y por 60 días a 
las NEm, midiendo sus características físicas. Para las NPs se pudo observar que no hubo 
cambios significativos en los valores de tamaño de partícula, ZP, PI y EE (Tabla 3, artículo 
2). En el caso de las NEm se pudo observar un incremento tanto del tamaño de gota como 
del PI, encontrándose diferencias significativas entre ambas mezclas a los 15 y 30 días del 
estudio (Tabla 3, artículo 3), pero no mostrando cambios significativos desde que se 
prepararon hasta los 60 días en las muestras almacenadas a 4 °C. 
          En estos tipos de sistemas, la evaluación de la velocidad a la que el fármaco se libera 
desde el vehículo es particularmente importante. Se puede utilizar como datos de control de 
calidad para predecir su comportamiento in vivo o para estudiar la estructura y los 
mecanismos de liberación. Para los estudios de liberación, se analizó, previamente, la 
solubilidad de las mezclas en el medio receptor (etanol:agua, 7:3 v/v) con el fin de 
comprobar que se cumplan las condiciones sink durante todo el experimento. Esto permite 
asegurar que la concentración máxima que puede encontrarse en el medio receptor a lo 
largo del experimento sea inferior a un 20% de la concentración de saturación de las 
mezclas triterpenoides en el medio, garantizando que la liberación de los compuestos no se 
verá limitada por la solubilidad del medio. Para conocer el perfil cinético de liberación de 
OA/UA se llevó a cabo un estudio in vitro de cesión en células de difusión de Franz 
(Franz, 1975), empleando membrana de diálisis artificial con peso molecular de corte, 
MWCO entre 12-14 KDa, ésta permite el paso del fármaco pero impide el paso de las 
partículas o gotas de las formulaciones, ya que están son mayores que el tamaño de poro 
estimado para estas membranas de 2.4 nm (Venkateswarlu y Manjunath, 2004); el área 
de difusión fue de 2.54 cm2. Para describir el mecanismo de liberación de OA/UA, se 
usaron diferentes modelos matemáticos (orden zero, primer orden, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas, Weibull). Para seleccionar el modelo que mejor explique la liberación, se utilizó un 
parámetro de discriminación de modelos, el Criterio de Información de Akaike (AIC), que 
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realiza el mejor ajuste de los datos en función de la máxima verosimilitud. Al comparar 
varios modelos para un determinado conjunto de datos, el modelo asociado con el menor 
valor de AIC, es el que se escoge como mejor modelo de ajuste matemático (Posada y 
Rosero Noguera, 2007). A su vez, también se utilizó el coeficiente de determinación (r2), 
donde el mejor modelo es el que tuvo mayor valor.  
          Con respecto a la liberación de OA/UA de las NPs, se pudo observar que en las 
primeras horas del estudio (Figura 4, artículo 2) hubo diferencias significativas entre los 
perfiles de liberación de las dos mezclas, donde NM-OA/UA NPs tiene una mayor 
liberación (75% después de 40 horas)  en comparación con SM-OA/UA NPs (75% hasta  
las 72 horas), después de las 40 horas, ambas mezclas mostraron perfiles similares. 
Mientras que la liberación de OA/UA a partir de las NEm fue más lenta, donde alcanzaron  
un 47.22% y 44.40% de NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm respectivamente hasta las 
72 horas (Figura 2, artículo 3). De acuerdo con los valores de AIC y r2 (Tabla 4, artículo 2) 
el modelo que mejor ajuste estadístico tuvieron las NPs fue la ecuación de Weibull, en 
ambas mezclas. Weibull se ha considerado típicamente como una ecuación empírica, en el 
que, el valor del parámetro  (parámetro de forma adimensional) es un indicador de 
mecanismo de liberación de difusión. La función de Weibull ayuda para al discernimiento 
de los mecanismos de liberación de los fármacos, las estimaciones para valores de   0.75 
indican una difusión Fickiana, mientras que un mecanismo combinado (difusión Fickiana y 
una liberación inmediata seguida de una liberación sostenida) se asocia con valores de 0.75 
<  <1. Para los valores de  mayores que 1, el transporte de los fármacos sigue un 
mecanismo de liberación complejo (Papadopoulou, et al. 2006). Los resultados obtenidos 
mostraron valores de  = 1.35 ± 0.25 y 1.28 ± 0.09 para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA 
NPs, respectivamente, que se describe como una curva sigmoidea, indicativo del 
mecanismo de liberación complejo; la velocidad de liberación no cambia monótonamente. 
Otro parámetro de esta ecuación es el tiempo de disolución (Td) que representa el intervalo 
de tiempo necesario para disolver o liberar el 63,2% del fármaco. En este caso, los valores 
de Td fueron 22.34 ± 7.67 y 13.49 ± 1.52 h (SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA NPs 
respectivamente). Esta diferencia podría explicarse por la posible presencia de otras 
sustancias en la mezcla natural que podrían actuar como promotores. 
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          Para las NEm el mejor ajuste se obtuvo con la ecuación de Korsmeyer-Peppas (Tabla 
4, artículo 3). El parámetro "n" en la ecuación de Korsmeyer-Peppas está relacionado con el 
mecanismo de liberación del fármaco, es decir, si el exponente n < 0.43, entonces el 
mecanismo de liberación del fármaco es difusión Fickiana, si 0.43 < n < 0.85, se considera 
difusión no-Fickiana o anómala y un valor de n de 0.85 o superior es indicativo de 
transporte caso-II o liberación típica de orden cero (Jose, et al. 2013; Peppas, 2014). 
Ambas nanoemulsiones, NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm, mostraron valores de n de 
0.77, por lo que siguen un mecanismo de liberación es difusión no Fickiana o anómala.  
          También se evaluaron parámetros independientes del modelo cinético, como el 
tiempo de disolución media (MDT), definido como el tiempo medio de residencia de un 
fármaco en la formulación, y la eficiencia de disolución (DE) (Villar, et al. 2012). MDT es 
un parámetro útil para caracterizar la tasa de liberación del fármaco desde una forma de 
dosificación. En la tabla 6 se pueden observar los parámetros amodelísticos de las NPs y 
NEm, donde no hay diferencias estadísticas significativos (p > 0.05) entre las mezclas.  
Tabla 6. Parámetros amodelísticos 
Nanopartículas Nanoemulsiones
Parámetro NM-OA/UA SM-OA/UA p NM-OA/UA SM-OA/UA p
MDT (h) 14.11 ± 2.39 20.36 ± 4.33 0.12 32.71 ± 0.88 32.41 ± 1.86 0.83
DE (%) 80.41 ± 3.32 71.72 ± 6.02 0.12 56.71 ± 1.17 56.78 ± 2.48 0.82
          Para determinar la capacidad de penetración de estos compuestos a través de la piel y 
de la córnea, se realizaron estudios “ex vivo” de permeación, usando nuevamente las células 
de difusión de Franz, estos estudios son indicativos de la disponibilidad tópica o sistémica 
de los fármacos, proporcionando información sobre la permanencia del fármaco en el 
órgano a tratar. Para evaluar la capacidad de penetración corneal de OA/UA de las NPs, se 
emplearon como membrana biológica, córneas de conejos. Durante las 6 horas del estudio 
ambas mezclas mostraron un perfil de permeación similar (Figura 4.B, artículo 2), 
obteniéndose un 22% y 24% de cantidad permeada para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA 
NPs respectivamente. Al finalizar el estudio se determinó la cantidad de OA/UA retenido 
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en la córnea, de acuerdo con estos datos, se puede asumir que estos compuestos ejercen una 
acción local sobre la córnea debido a que la mayor parte de estos quedó retenida en esta 
área, donde se obtuvo 1.74 ± 0.38 mg/cm2·g, correspondiente a un 43% de la cantidad 
inicial para SM-OA/UA NPs, y 2,63 ± 0,27 mg/cm2·g, esto representa al 51% de la 
cantidad inicial para NM-OA/UA NPs. No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en los parámetros de permeación (coeficiente de permeabilidad aparente, Papp
y flujo) entre las dos NPs. También se determinó el nivel de hidratación corneal, para 
evaluar posibles daños que el fármaco o medio receptor pudieran provocar en las córneas, 
obteniendo valores dentro del rango normal de hidratación, asegurando que OA/UA o el 
transcutol-p (usado en el estudio como medio receptor) no causaron ningún daño al tejido 
corneal. 
          En los estudios de permeación de piel humana, los perfiles de permeación (Figura 2, 
artículo 3) mostraron diferencias en las primeras 4 horas del estudio, donde hay una mayor 
cantidad permeada de SM-OA/UA NEm en comparación con la mezcla natural. Esto puede 
ser atribuido a la afinidad de los triterpenos con los componentes de la NEm y a la 
conformación molecular, haciendo más lenta o más rápida la permeación de los triterpenos 
de las nanoemulsiones. A partir de ese tiempo del estudio (condiciones estacionarias) se 
calcularon los parámetros de permeación (Kp y J) (Tabla 5, artículo 3), los cuales no 
mostraron diferencias significativas entre ambas NEm. Al finalizar el estudio también se 
calcularon las cantidades de OA/UA retenidas en la piel, siendo igual que en el caso del 
estudio de permeación corneal, donde hay mayor cantidad de OA/UA retenida que la 
cantidad permeada, asumiendo un efecto local. NM-OA/UA NEm tuvo más cantidad 
retenida (576.60 µg/cm2·g) con respecto a SM-OA/UA NEm (424.69 µg/cm2·g), sin 
embargo no hay diferencias significativas entre ellas (p = 0.1898). 
          Se determinó la irritación ocular potencial de las NPs con la técnica “in vitro” de 
HET-CAM, en la que se probaron las NPs en la membrana corioalantoidea de huevos de 
gallinas, detectándose la aparición de hemorragias (sangrado de los vasos), lisis vascular 
(desintegración de los vasos sanguíneos) y coagulación (desnaturalización de las proteínas 
intra y extra-vascular) (Steiling, et al. 1999; Tavaszi y Budai, 2007). Después de haberse 
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aplicado las NPs, no se mostró ningún signo de irritación ocular dentro de los 5 minutos 
que esta técnica requiere para la detección de estos signos, obteniéndose un índice de 
irritación ocular (OII) de 0.07, para ambas mezclas. También se evaluó la irritación y 
toxicidad in vivo por el ensayo de Draize (Draize, et al. 1944) realizado en ojos de conejos. 
Este ensayo se determinó por la evaluación visual de los cambios en las estructuras 
oculares: en la córnea (opacidad), iris (grado de inflamación) y en la conjuntiva 
(congestión, hinchazón y supuración) (Kay y Calandra, 1962) donde se obtuvieron valores 
de MTS de 0, en ambas mezclas, confirmando con los resultados del HET-CAM, que estos 
sistemas son no irritantes y seguros para la administración ocular. 
          Para determinar los posibles efectos nocivos cutáneos que OA/UA podría tener 
cuando se pone en contacto con la piel, se realizó la prueba de irritación dérmica primaria, 
según el método de Draize (Draize, et al, 1944; Vega, et al, 2013). Esta prueba se realizó 
aplicando las NEm en el área dorsal de conejos albinos. El índice de irritación dérmica 
primaria obtenida para las NEm fueron 0.5 y 0.25, para NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA 
NEm respectivamente, que de acuerdo a la clasificación de “Journal Officiel de la 
Republique Française del 24 Octubre de 1984”, los compuestos se consideran no irritantes 
y seguros para aplicación dérmica. También se probó la NEm blanca, obteniendo un índice 
de 0, lo que indicó que ningún componente de la formulación es irritante para la piel. 
          La eficacia antiinflamatoria ocular in vivo de las NPs en la prevención de los 
procesos inflamatorios secundarios a una agresión de carácter químico inducida por ácido 
araquidónico, se puso de manifiesto observando la respuesta inflamatoria a nivel de iris y 
conjuntiva ocular. Las NM-OA/UA NPs y SM-OA/UA NPs mostraron una disminución 
significativa de la inflamación, donde desde los 90 minutos del estudio se obtuvieron 
diferencias significativas con respecto al control (Figura 5, artículo 2). Durante los primeros 
120 minutos de ensayo no se detectaron diferencias significativas entre ambas mezclas, 
pero a los 150 minutos, NM-OA/UA NPs exhibió una mayor acción que la mezcla sintética. 
Esto podría deberse a que la mezcla natural se retiene en mayor cantidad en la córnea que la 
mezcla sintética, resultando en un efecto reservorio, haciendo que la acción farmacológica 
dure por más tiempo.  
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          La capacidad antiinflamatoria dérmica in vivo de los compuestos en NEm, se llevó a 
cabo en un modelo de inflamación tópica inducida por la administración de 13-Acetato de 
12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de ratón (Della Loggia, et al, 1994; Qadeer, et 
al, 2007). Los resultados mostraron que NM-OA/UA NEm tuvo una mayor inhibición de la 
inflamación (76.19 ± 1.59%) en comparación con SM-OA/UA NEm (33.86 ± 1.83), ésto 
puede ser atribuido a que hay mayor cantidad de NM-OA/UA  retenida en la oreja del ratón 
que la SM-OA/UA. Las mediaciones que se hacen en este estudio son 4 horas después de la 
aplicación del TPA, y como se pudo observar en el estudio de permeación dérmica de las 
NEm a las primeras 4 horas, hay menos cantidad permeada de la mezcla natural, por lo 
tanto hay mayor cantidad retenida en el área, ejerciendo mayor acción local 
antiinflamatoria que la mezcla sintética. Además que es posible que la mezcla natural puede 
tener más componentes con actividad antiinflamatoria que mejore el efecto del OA/UA 
(Siddiqui, et al. 2004). 
          La incorporación de estos compuestos triterpenoides a NPs y NEm, desarrollaron 
sistemas coloidales con características físicas adecuadas, óptimos perfiles de liberación y 
permeación y una eficiente actividad antiinflamatoria, para aplicación tópica (dérmica y 
ocular) para terapia antiinflamatoria. A lo largo de todos los estudios se pudo observar que 
ambas mezclas mostraron mayoritariamente resultados similares en caracterización, 
estabilidad, liberación, sin embargo se pudo determinar que la NM-OA/UA mostró mayor 
acción farmacológica in vivo con respecto que SM-OA/UA.   
          Además de presentar actividad antiinflamatoria estos triterpenos son altamente 
utilizados en terapia oncológica, mostrando notables efectos anti-tumorales y actividad 
citotóxica en varios líneas celulares in vitro de cáncer, como en cáncer de hígado (HepG2,
Hep3B, Huh7 y HA22T) (Yan, et al. 2010), carcinoma cervical humano (HeLa) 
(Srivastava, et al. 2010) y cáncer de pulmón (A549, H3255) (Huang, et al. 2011), entre 
otras. A pesar de ser estudiados ampliamente en diversas líneas celulares, hay muy pocos 
estudios sobre estos triterpenos que actúan en la línea celular de melanoma, la forma más 
peligrosa del cáncer de piel, por lo que también se estudio la actividad anticancerígena de 
NM-OA/UA NEm y NM-OA/UA, en la línea celular de melanoma murino B16. Este 
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ensayo se realizó por el método de tinción de sulforodamina B (SRB). La NM-OA/UA 
NEm, NM-OA/UA y la NEm blanca, se ensayaron en 6 diferentes concentraciones (1, 5, 
10, 20, 30 y 40 µM) a dos tiempos de exposición (48 y 72 horas). Se observó que a las 48 
horas de exposición, NM-OA/UA no mostró cambios significativos en la viabilidad celular 
en las primeras concentraciones (1-20 µM), sin embargo a partir de los 30 µM hay una 
disminución en la supervivencia celular (3%). La NM-OA/UA NEm no mostró cambios en 
la primera concentración de 1 µM, pero a los 5 µM hay una reducción hasta del 38% en la 
viabilidad y a partir de los 10 µM, una disminución hasta un 4%. Se pudo observar también 
que la NEm blanca presenta una acción anticancerígena a partir de los 5 µM. Ejerciendo 
una acción sinérgica con los compuestos triterpenoides, esto puede ser debido a los 
ingredientes de la formulación, en especial al aceite de castor, el cual de acuerdo a la 
Sociedad Americana de Cáncer ha sido altamente usado en tratamiento de fármacos 
oncológicos como medio de administración, además de presentar un efecto supresor sobre 
algunos tumores, aunque hay muy poca evidencia científica de esta acción. A las 72 horas 
de exposición se pudo observar un comportamiento similar al visto a las 48 horas. 

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5. CONCLUSIONS 
Based on the results, the following conclusions can be established: 
1. It has been validated an analytical method by high-performance liquid 
chromatography for quantification of OA/UA, being linear, selective, accurate and 
precise in the concentration range of 3.62 - 116 µg/mL for NM-OA/UA and 6.25 - 
200 µg/mL for SM-OA/UA, with limits of quantitation of 2.81 ± 0.65 µg/mL and 
4.14 ± 2.07 µg/mL for NM-OA/UA and SM-OA/UA respectively. 
2. The solvent displacement technique has developed PLGA polymeric nanoparticles 
loaded with natural and synthetic mixture of OA/UA, optimized by a factorial 
central composite design. The selected formulation was composed of 1.0 mg/mL 
OA/UA, 10.0 mg/mL P188 and aqueous phase with pH 5.5, obtained values of 
particle size around 200 nm, a surface charge of -27 mV and encapsulation between 
76-78%. 
3. By constructing pseudo-ternary phase diagrams, it has been designed and optimized 
nanoemulsions containing natural and synthetic mixture of OA/UA, with a final 
composition of 20% castor oil, 20% propylene glycol, 59.80% of Smix with ratio 4:1 
(47.84% labrasol and 11.96% transcutol-p) and mixtures of triterpenoids 0.2%, with 
monophasic appearance, small droplet size (~ 200 nm) and polydispersity index 
around 0.2. 
4. The images of transmission electron microscopy of the optimized formulations 
show particle sizes and drops around 200 nm and a spherical shape. 
5. The kinetic profile of both mixtures encapsulated in NPs, it fits to the Weibull 
function, which follows a complex release mechanism. 
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6. NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm release, follows a kinetic model of 
Korsmeyer-Peppas equation with a release mechanism of non-Fickian or anomalous 
diffusion. 
7. The corneal permeation of both mixtures in NPs, highlights greater amount retained 
on the cornea that permeated amount, being slightly higher in the natural mixture. 
8. The skin permeation ability of the nanoemulsions of both mixtures, also shows that 
there is a greater amount retained in the skin that a permeated amount. The 
permeation profile showed that at the first 4 hours of study there is a greater 
permeated amount of SM-OA/UA NEm that of the natural mixture. 
9. The results of in vitro and in vivo assays of ocular and dermal tolerance, indicate 
that the optimized formulations showed an optimal tolerance, being safe for topical 
application. 
10. Both mixtures in NPs and NEm, exhibit effective inhibition of local inflammation, 
this effect being more marked in natural mixture formulations, which it is more 
retained in the contact area. 
11. The nanoemulsion of the natural mixture shown anticarcinogenic activity in B16 
murine melanoma cell line, from lower concentrations (5 µM) than the pure 
compound (30 µM). Blank-NEm also has anticarcinogenic activity from 5 µM, 
which might be due to castor oil, which enhances the action of the pure natural 
compound. 
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